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bis 92 % reduzierten. 



(57) Abstract: The invention relates to the use of 
tetrahydrobiopterine and the derivatives thereof in the 
production of a medicament to improve protein tolerance for 
the treatment of diseases arising for an amino acid metabolic 
disorder, e.g. hyperphenylalaninemia. The invention also 
relates to a composition which contains tetrahydrobiopterine 
or derivatives thereof in addition to a special mixture of 
amino acids. The invention can, for instance, be used as a 
food which is low in phenylalanine in the complete nutrition 
of hyperphenylaJaninemic patients. Tests carried out within 
the context of said invention revealed that by treating 
patients who had phenylalanine concentrations of more than 
200 ?mol/l in their blood with tetrahydrobiopterine, it was 
possible to reduce the concentrations of phenylalanine by 
37 % to 92 %. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung 
betrifft die Verwendung von Tetrahydrobiopterin und 
seinen Derivaten zur Herstellung eines Medikamentes 
zur Verbesserung der Proteintoleranz zur Behandlung 
von Erkrankungen als Folge eines gestorten Amino sau- 
restoffwechsels, z.B. der Hyperphenylalaninamie. Die 
Erfindung betrifft ferner eine Zusammensetzung, welche 
Tetrahydrobiopterin oder Derivate davon sowie eine spezielle 
Aminosauremischung enthalt. Diese kann bei spiel sweise als 
phenylalaninarmes Spezialnahrurigsmittel zur vollstandigen 
Ernahrung von hyperphenylalaninamishen Patienten 
eingesetzt werden. Bei den Untersuchungen im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung hat sich herausgestellt, dass 
durch Tetrahydrobiopterin-Behandlung von Patienten, 
die PhenylaJaninkonzentrationen iiber 200 umol/1 im Blut 
aufwiesen sich deren Phenylalaninkonzentrationen urn 37 
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Verwenduna von Tetrahvdrobiopterinderivaten zur Behandluna und 
Ernahruna von Patienten mit Aminosaurestoffwechselstorunoen 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
Tetrahydrobiopterinderivaten gemaft Anspruch 1, eine Zusammensetzung 
gemaG Anspruch 13, eine Verwendung von Tetrahydrobiopterinderivaten ais 
Nahrungserganzungsmittel gemaS Anspruch 26, eine Spezialnahrung 
gemaS Anspruch 28, ein phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel gemali 
Anspruch 40, sowie ein Diagnostikum zur Diagnose von Tetrahydrobiopterin 
-sensitiven Erkrankungen, die mit gestortem Aminosaurestoffwechsel 
einhergehen gemaB Anspruch 43. 

Erkrankungen als Folge von Aminosaurestoffwechselstorungen sind in 
ihrer Gesamtheit relativ weitverbreitete, Erkrankungen die meist genetisch 
bedingt sind. Als pathophysiologists Korrelat finden sich verminderte 
Aktivitaten bestimmter Enzyme mit der Folge von erhohten oder erniedrigten 
Konzentrationen von Aminosauren und von daraus synthetisierten 
Neurotransmittern und Botenstoffen sowie gestorter Vertraglichkeit 
(Proteintoleranz) von bestimmten EiweiGkomponenten in der Nahrung. 

Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung sollen unter dem Begriff 
"Erkrankungen als Folge eines gestorten Aminosaurestoffwechsels folgende 
pathophysiologischen Zustande verstanden werden: 

Zustande mit erhohtem Phenylalanin oder vermindertem Tyrosin, 
Serotonin oder Dopamin in KorperflGssigkeiten, Geweben oder Zellen, 
insbesondere bei Zustanden mit verringerter Phenylalaninhydroxylase-, 
Tyrosinhydroxylase- Tryptophanhydroxylase- und NO-Synthaseaktivitat. 
Diese Zustande konnen - jedoch ohne Einschrankung hierauf - folgende 
Krankheitsbilder umfassen: Phenylketonurie, insbesondere milde 
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Phenyl ketonurie, klassische Phenylketonurie; Pigmentstorungen der Haut, 
insbesondere Vitiligo; sowie Zustande bedingt durch verminderte zellulare 
Verfugbarkeit von Katecholaminen, insbesondere orthostatische 
Hypotension (Shy-Drager Syndrom), muskulare Dystonie; sowie 
5 NeurotransmitterstSrungen, insbesondere Schizophrenie; Zustande bedingt 
durch verminderte zellulare Verfugbarkeit von Dopamin oder Serotonin als 
Folge von Tyrosinhydroxyiase- oder Tryptophanhydroxylasemangel, 
insbesondere Parkinsonismus, depressive Erkrankungen sowie dystone 
Bewegungsstorungen, Zustande mit verminderter NO-Synthaseaktivitat, 
10 insbesondere endothelial Dysfunktion, mangelnde Infektabwehr. 

Eine bekannte Aminosaurestoffwechselstdrung, welche auf der 
fehlenden oder verringerten Metabolisierbarkeit des Phenylalanins beruht, 
ist die Hyperphenylalaninamie, welche durch einen Mangel an 

15 Phenylalaninhydroxylase hervorgerufen wird. Mindestens die Halfte der 
betroffenen Patienten manifestieren sich mit milden klinischen Phanotypen. 
Die im Stand der Technik einzig mogliche Behandlung der meisten 
Aminosaurestoffwechselerkrankungen, wie beispielsweise der 
Hyperphenylalaninamie, liegt darin, die Patienten mit einer Diat zu ernahren, 

20 die Produkte verwendet, die die durch die spezielle Stoffwechselstorung 
betroffene Aminosaure nicht enthalt bzw. nur in sehr geringen Mengen 
enthalt. 

Die Hyperphenylalaninamie war eine der ersten genetischen 
25 Storungen, die behandelt werden konnten. In den meisten Fallen wird 
Hyperphenylalaninamie von einem Phenylalaninhydroxylasemangel 
verursacht, hervorgerufen durch Mutationen auf dem 
Phenylalaninhydroxylasegen. Die damit verbundenen Phanotypen reichen in 
ihrem Schweregrad von der klassischen Phenylketonurie (Online 
30 Mendelsche Vererbungslehre beim Menschen Nr. 261600) (Online 
Mendelian Inheritance in Man number 261600) bis hin zur milden 
Phenylketonurie un,d milden Hyperphenylalaninamie. Mindestens die Halfte 
der betroffenen Patienten leidet an einem der milderen klinischen 
Phanotypen. Sowohl Patienten, die an einer klassichen Phenylketonurie 
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leiden, als auch Patienten, die an einer milden Phenylketonurie leiden, 
mussen ihr Leben lang auf eine proteinarme Ernahrung achten, um 
neurologischen Folgeerscheinungen vorzubeugen und eine normale 
kognitive Entwicklung sicherzustellen, wohingegen Patienten mit einer 
5 leichten Hyperphenylalaninamie unter Umstanden keine Behandlung 
benotigen. Im Zusammenhang mit der sehr strengen Diat steht das Risiko 
ernahrungsbedingter Mangelerscheinungen und sie stellt eine starke 
Belastung fur die Patienten und deren Familien dar. 

10 Eine kausal wirkende Therapie existiert bislang im Stand der Technik 

nicht, so dass es fur die betroffenen Patienten keine andere Moglichkeit gibt, 
ais strenge Diat einzuhalten, wenn sie nicht riskiereh wollen, erhebliche 
Folgeerscheinungen der Aminosaurestoffwechselstorung und der 
beispielsweise damit verbundenen Hyperphenylalaninamie, zu erleiden. Die 

15 neurologischen Folgeerscheinungen umfassen beispielsweise irreversible 
Schadigungen des Nervensystems und des Gehirns, mentale Retardierung 
bis hin zum volligen Schwachsinn. Daruber hinaus sind Nierenschaden, 
Leberschaden und Schadigungen der Sinnesorgane beschrieben. 

20 Fur die betroffenen Patienten heiBt das - am Beispiel der 

Hyperphenylalaninamie - dass man diese mit einer phenylalaninarmen Kost 
versorgen muS. Da Phenylalanin ein wichtiger Proteinbaustein, 
insbesondere in der tierischen Welt ist, ist es naturgemaft schwierig, 
Patienten mit Aminosaurestoffwechselstdrungen - ohne Provokation von 

25 unerwunschter und toxischer PhenylalaninerhShung zu ernahren. Daruber 
hinaus konnen ernahrungsbedingte Mangelerscheinungen auftreten. 

Im Stand der Technik wurden hierzu fruher Eiweifthydrolysate 
verwendet, welche aus phenylalaninarmen Proteinen durch saure oder 
30 alkalische Hydrolyse hergestellt wurden. 

Derartige Produkte hatten einen mehr als ublen Geschmack und waren 
haufig fur die Patienten auf lange Sicht untragbar. Neben diesen 
Hydrolysaten kamen nur nach entsprechendem diatetischem Konzept streng 
35 ausgewahlte Speisen, meist vegetarischer Natur, als Ernahrung fur die 
betroffenen Patienten in Frage. 
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Demgegenuber sind die synthetischen Aminosaurenmischungen 
welche diejenige Aminosaure, die von der Stoffwechselstdrung betroffen ist, 
nicht enthalt, bereits eine starke Verbesserung gegeniiber den 
5 althergebrachten Hydrolysaten. 

Phenylalaninfreie Produkte auf dieser Basis sind beispielsweise aus 
der US 5,393,532 bekannt und werden seither als Spezialnahrung fur 
Hyperphenylalaninamie- und Phenylketonuriepatienten verwendet. 

10 

Desweiteren ist es aus der WO 98/08402 A1 bekannt, 
Spezialnahrungsmittel auf Basis von Casein-Glyko-Makropeptiden in 
Verbindung mit Aminosauremischungen herzustellen, urn Patienten im 
Bedarfsfalle z.B. phenylalaninfrei ernahren zu konnen. 

15 

Geschmacklich stehen derartige Aminosauremischungen jedoch weit 
unterhalb des Niveaus der gewohnlichen Nahrungsmittel. 

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass ein strenger, lebenslang 
20 einzuhaltender Diatplan, der auf eine spezielle 
Aminosaurestoffwechselstdrung zugeschnitten ist, eine starke psychosoziale 
Belastung darstellt und andere Behandlungsmethoden bisher nicht 
erfolgreich waren. 

25 Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es daher Aufgabe der 

vorliegenden Erfindung, Stoffe zur Verfugung zu stellen, welche einerseits 
im Rahmen einer therapeutischen Behandlung von 
Aminosaurestoffwechselstorungen eingesetzt werden konnen und 
andererseits zur Herstellung von Nahrungs-Mitteln, insbesondere diatetische 

30 Spezialnahrung fur von Aminosaurestoffwechselstorungen betroffenen 
Patienten verwendet werden konnen. 

Die obige Aufgabe wird durch eine Verwendung von 
Tetrahydrobiopterinderivaten gemali Anspruch 1, eine Zusammensetzung 
35 gemalJ Anspruch 1 3, eine Verwendung von Tetrahydrobiopterinderivaten als 
Nahrungserganzungsmittel gemaB Anspruch 26, eine Spezialnahrung 
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gemad Anspruch 28 sowie ein phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel 
gemaG Anspruch 40 gelost. 

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein 
5 Diagnostikum fur solche Aminosaurestoffwechselstorungen zur Verfugung 
zu stellen, die durch Tetrahydrobiopterinderivate gunstig beeinflusst werden 
konnen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Diagnostikum gemaR Anspruch 43 
10 gelost. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung 
wenigstens einer Verbindung mit folgender allgemeiner Formel: 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH3) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H7) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
20 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 
25 worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hsl 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
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C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
C 2 H S , CsHr, Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7) Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H S , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; 

zur Herstellung eines Medikamentes zur Verbesserung der 
Proteintoleranz zur Behandlung von Erkrankungen als Folge eines gestdrten 
Aminosaurestoffwechsels. 

Im Folgenden sind bevorzugte Ausfuhrungsformen der 
erfindungsgemaSen Verwendung beschrieben: 

Besonders fur die erfindungsgemalJe Verwendung geeignet ist eine 
Verbindung, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid oder 
Sulfat, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 



OH 
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(-)-(1 , R,2'S l 6R)-2-Amino-6-(1' l 2'-dihydroxypropyl)-5 I 6,7,8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid; und/oder 
5 2-N-Stearoyl-1 \2'<ii-0-acetyl-5 I 6 I 7,84etrahydrobiopterin; und/oder 

2-N-Decanoyl-1' I 2'-di-0-acetyl-5,6 I 7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1',2 , -di-0-acetyl-5,6,7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1 \2'<ii-0-acetyl-5,6,7,84etrahydrobiopterin. 

10 

Als Salze kommen insbesondere Hydrochloride oder Sulfate zum 
Einsatz. 

Die oben genannten Verbindungen kommen insbesondere als 
15 Medikament zur Behandlung folgender Erkrankungen bzw. 
Aminosaurestoffwechselstorungen in Frage: 

Zustande mit erhohtem Phenylalanin Oder vermindertem Tyrosin in 
Korperflussigkeiten, Geweben oder Zellen, insbesondere Zustande mit 
verringerter Phenylalaninhydroxylaseaktivitat; Phenylketonurie, 
20 insbesondere milde Phenylketonurie, klassische Phenylketonurie; 
Pigmentstdrungen der Haut, insbesondere Vitiligo; Zustande bedingt durch 
verminderte zellulare Verfugbarkeit von Katecholaminen, insbesondere 
orthostatische Hypotension (Shy-Drager Syndrom), muskulare Dystonie; 
sowie Neurotransmitterstorungen, insbesondere Schizophrenie. 

25 

Vorzugsweise wird als pharmazeutisch akzeptables Salz ein 
Hydrochlorid, insbesondere ein Dihydrochlorid, verwendet. 



Daruber hinaus kommt der vorliegenden Erfindung Bedeutung zu, 
30 indem man wenigstens eine Verbindung mit folgender allgemeinen Formel 
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als Chaperon, insbesondere chemisches Chaperon, oder sogenanntes 
Protein-Faltungshilfsmittel einsetzt: 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatorhe enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
10 vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

15 worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
2 0 C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
25 C 2 H 5 , und - - eine optionaie Doppelbindung darstellt; sowie 
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deren pharmazeutisch akzeptablen Salze. 

Auch bei Verwendung als Chaperon ist es bevorzugt, dass die 
5 Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie 
einer Verbindung mit folgender Struktur 




10 



(^-(I'R^'S.eRJ^-Amino-e^r.Z-dihydroxypropyO-S.e.Z.S-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
1 5 2-N-Stearoyl-1 ',2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 

2-N-Decanoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1',2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1' l 2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

20 Die genannten Verbindungen haben sich als hervorragend geeignet zur 
Abminderung von ProteinmiUfaltung und dadurch zur Verbesserung von 
Enzymaktivitat, insbesondere bei Strukturanomalien in Enzymen, die 
Tetrahydrobiopterin als Cofaktor benotigen, beispielsweise bei Defekten der 
Phenylalaninhydroxylase, herausgestellt. Durch diesen Wirkmechanismus 

25 sind sie bevorzugt geeignet zur Herstellung von Arzneimitteln, die zur 
Behandlung von Krankheitsbildern geeignet sind welche auf 
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Strukturanomalien der folgenden Enzyme zuruckzufuhren sind: 
Phenylalaninhydroxylase, Tyrosinhydroxylase, Tryptophanhydroxylase, oder 
. NO-Synthase. 

5 Somit eignen sich die erfindungsgemaGen Chaperone zur Therapie von 
Zustanden 

mit erhohtem Phenylalanin oder vermindertem Tyrosin, Serotonin oder 
Dopamin in Korperflussigkeiten, Geweben oder Zellen, insbesondere bei 
10 Zustanden mit verringerter Phenylalaninhydroxylase-, Tyrosinhydroxylase- 
Tryptophanhydroxylase- und NO-Synthaseaktivitat verwendet wird. 

Dieser Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung 
15 wenigstens einer Verbindung gemafc folgender allgemeiner Formel als 
Neurotransmitter-oder Botenstoff-Enhancer, insbesondere fur 
Catecholamine und/oder Serotonin und/oder Dopamin und/oder Stickoxid 
(NO): 



20 



R2 



R3 



R4 




R8 



R5 



R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2l N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
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bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2l F, CI, Br, I, O, S; 
5 worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C2H5; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
10 C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
C 2 H 5) C3H7, Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
15 COOR9, wobei R9 CH 3l C 2 H 5 , C 3 H 7> Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 
dereh pharmazeutisch akzeptablen Salze. 

20 Auch als Neurotransmitter-oder Botenstoff-Enhancer wird bevorzugt 

eine Verbindung ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie 
einer Verbindung mit folgender Struktur: 
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(-H1'R,2'S ) 6R)-2-Amino-6-(1 , l 2 , -dihydroxypropyl)-5,6 t 7,8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
5 2-N-Stearoyl-1 '^'-di-O-acetyl-S.S.T.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 

2-N-Decanoyl-1 \2'<li<>-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 '.Z-di-O-acetyl-S.S./.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1 '.Z-di-O-acetyl-S.ej.S-tetrahydrobiopterin. 

10 Die vorliegende Erfindung betrifft ferner eine Zusammensetzung, die 

wenigstens eine Verbindung mit folgender allgemeiner Formel enthalt: 




R10 



15 

worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H5) 2l N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
20 worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 

NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
25 Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
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C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
C 2 H 5) C3H7, Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; sowie 

wenigstens eine Aminosaure enthaltend, welche ausgewahlt ist aus der 
Gruppe bestehend aus den essentiellen Aminosauren: Isoleucin, Leucin, 
Lysin, Methionin, Threonin, Tryptophan, Valin, Histidin; sowie aus den nicht 
essentiellen Aminosauren, insbesondere Alanin, Arginin, Asparaginsaure, 
Asparagin, Cystein, insbesondere Acetylcystein, Glutaminsaure, Glutamin, 
Glycin, Prolin, Serin sowie Tyrosin. 

Eine bevorzugte Zusammensetzung ist dadurch gekennzeichnet, dass 
sie die essentiellen Aminosauren, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus: Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Threonin, Tryptophan, Valin, 
Histidin und zusatzlich wenigstens eine der Aminosauren Alanin, Arginin, 
Asparaginsaure, Asparagin, Cystein, insbesondere Acetylcystein, 
Glutaminsaure, Glutamin, Glycin, Prolin, Serin sowie Tyrosin enthalt. 



Es ist ferner bevorzugt, dass die erfindungsgemaBe Zusammensetzung 
zusatzlich Kohlehydrate, insbesondere Glucose, und/oder Vitamine enthalt. 
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Vorzugsweise kann die erfindungsgemaRe Zusammensetzung als oral 
Oder intravenos zu verabreichendes Praparat formuliert sein. 

Das Praparat kann als Pulver, Tablette, Kapsel, Dragee, in 
5 Tropfenform Oder fur topische Anwendungen, insbesondere Salben; sowie 
als Losung zur intravendsen Anwendung, formuliert sein. 

Selbstverstandlich kdrmen derartige Zubereitungen als ' 
pharmazeutische Zusammensetzung, gegebenenfalls mit pharmazeutisch- 
10 galenisch ublichen Hilfsstoffen, ausgebildet sein. 

Die erfindungsgemalJe Zusammensetzung kann jedoch ebenfalls als 
. diatetische Zusammensetzung, gegebenenfalls mit lebensmitteltechnisch 
ublichen Hilfsstoffen, insbesondere Emulgatoren, bevorzugt Lecitin Oder 
15 Cholin, ausgebildet sein. 

Daruber hinaus ist es bevorzugt, dass die erfindungsgemafte 
Zusammensetzung noch zusatzlich Mineralstoffe und/oder Elektrolyte 
enthalt, welche ausgewahlt sind aus: Mineralsalzen; Salinensalzen; 
20 Meersalzen; Spurenelementen, insbesondere Selen, Mangan, Kupfer, Zink, 
Molybdan, Jod, Chrom; Alkaliionen, insbesondere Lithium, Natrium, Kalium; 
Erdalkaliionen, insbesondere Magnesium, Calcium; Eisen. 

Im Rahmen eines diatetischen Nahrungsmittels fur Patienten mit 
25 Hyperphenylalaninamie kann die erfindungsgemafce Zusammensetzung 
sogar zusatzlich Phenylalanin enthalten, ohne dass die Gefahr einer 
toxischen Akkumulation von Phenylalanin im Serum, 
Cerebrospinalflussigkeit und/oder dem Gehirn auftritt. 
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Es ist femer bevorzugt, dass die Zusammensetzung zusatzlich noch L- 
Carnitin und/oder Myoinosit und/oder Cholin enthalt. 

Daruberhinaus kann es nutzlich sein, dass die erfindungsgemaSe 
5 Zusammensetzung noch die in der Lebensmitteltechnik ublichen 
Antioxidantien, insbesondere Vitamin C, enthalt, wodurch die oxidative 
Zersetzung der Tetrahydrobiopterinderivate wenigstens weitgehend 
vermieden werden konnen und die Lagerstabilitat der Zusammensetzung 
verbessert wird. 

10 

Bevorzugt wird eine Zusammensetzung mit einer Verbindung verwendet, 
wobei die Verbindung ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: 
5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen 
Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 

15 




(-H1'R,2 , S,6R)-2-Amino-6-(1 , ,2 , -dihydroxypropyl)-5,6,7,8-tetrahydro- 

20 4(3H)-pteridinon, 

insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1',2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1' I 2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6 ) 7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 

2 5 2-N-Linoleoyl-1 ',2'-di-0-acetyl-5,6 ( 7,8-tetrahydrobiopterin. 
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Der vorliegenden Erfindung kommt eine besondere Bedeutung bei der 
Herstellung von Nahrungserganzungsmitteln zu, welche sich eignen, um von 
Aminosaurestoffwechselstorungen betroffenen Patienten eine weitgehend 
nomnale Ernahrung trotz ihrer Erkrankung zu ermoglichen. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung eine Verwendung 
wenigstens einer Verbindung mit folgender allgemeiner Formel: 



R2 R3 R4 




worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
1 5 vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, 0, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

20 worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 

25 C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
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worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H S , CaHz, Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
5 C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie deren geeignete 
Salze; 

als Nahrungserganzungsmittel. 

Als Nahrungserganzungsmittel fur die angesprochene Patientengruppe 
10 eignet sich insbesondere eine solche Verbindung besonders, die 
ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie 
einer Verbindung mit folgender Struktur: 




15 



H 



(^-(I'R^'S.eRJ^-Amino-eKI'.Z-dihydroxypropyO-S.ej.S-tetrahydro- 



4(3H)-pteridinon, 



20 



insbesondere dessen Dihydrochlorid Oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1 , ,2'-di-0-acetyl-5,6,7 l 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-r,2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5 l 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-r,2'-di-0-acetyl-5 ) 6,7,8-tetrahydrobiopterin. 



25 
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Eine herausragende Bedeutung kommt der vorliegenden Erfindung bei 
der Herstellung einer Spezialnahrung auf Basis von im Wesentlichen 
phenylalaninfreien Aminosaurenmischungen zu, mit der insbesondere 
Patienten mit Hyperphenylalaninamie optimal ernahrt werden konnen. 

Derartige Spezialnahrung enthalt wenigstens eine Verbindung mit 
folgender allgemeiner Formel: 



R2 R3 R4 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2l N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, 0, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
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worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3l 
5 C 2 H 5| und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren lebensmitteltechnisch akzeptablen Salze. 

Als Spezialnahrung fur Hyperphenylalaninamie-Patienten eignet sich 
10 besonders eine solche, welche wenigstens eine Verbindung enthalt, die 
ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie 
einer Verbindung mit folgender Struktur: 




(-)-(1'R ) 2 , S l 6R)-2-Amino-6-(1',2 , -dihydroxypropyl)-5,6 l 7,8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 

20 insbesondere deren Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 

2-N-Stearoyl-1 , l 2 , -di-0-acetyl-5,6 I 7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-r,2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 ',2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

25 
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Zur Sicherung des vollstandigen Nahrungsangebotes ist es bevorzugt, 
dass die erfindungsgemalSe Spezialnahrung zusatzlich Kohlenhydrate, 
insbesondere Glucxise, Maltodextrin, Starke und/pder Fette, wie Fischol, 
insbesondere Lachsol, Heringsol, Makrelenol, Oder Thunfischol; enthalt. 

5 

Es ist besonders bevorzugt, dass die Spezialnahrung hypoallergen 
und/oder im wesentlichen glutenfrei ist. 

Da die meisten Aminosaurestoffwechselstorungen genetisch bedingte 
10 Erbkrankheiten sind, ist es erforderlich, die Patienten von Geburt an mit der 
richtigen Nahrung zu versorgen. Daher ist es ein besonderer Vorteil, dass 
die Spezialnahrung der vorliegenden Erfindung als Sauglingsnahrung, 
insbesondere als Milchersatzmittel sowohl fur Sauglinge als auch altera 
Kinder und Erwachsene, formuliert werden kann. 

15 

Ein derartiges Milchersatzmittel fur Sauglinge weist zusatzlich einen 
Fettanteil auf, wobei insbesondere in etwa 90% als Triglyzeride, 10% als 
Mono- und Diglyzeride vorliegen. 

20 Zur leichteren Konfektionierung und zur Erhohung der Lagerstabilitat 

wird die Spezialnahrung als Pulver, insbesondere als Lyophilisat, zur 
Verfiigung gestellt. 

Desweiteren ist es bevorzugt, die erfindungsgemalJe Spezialnahrung 
25 zusatzlich mit Fettsauresupplementen zu versehen, insbesondere 
ungesattigte Fettsauren, vorzugsweise Omega-3-Fettsauren, insbesondere 
Alphalinolensaure, Docosahexaensaure, Eicosapentaensaure, oder Omega- 
6 Fettsauren, insbesondere Arachidonsaure, Linolsaure, Linolensaure; oder 
Olsaure. 
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Es ist ferner bevorzugt, dass die Spezialnahrung Fischolzusatze 
enthalt, insbesondere aus Lachs-, Hering- Makrelen- oder Thunfischol. 

Daruber hinaus kann die Spezialnahrung einen Fettanteil aufweisen, 
5 der pflanzliche Ole, insbesondere Distelol und/oder Sojaol und/oder Kokosol 
umfasst. 

Eine besonders bevorzugte AusfQhrungsform der Spezialnahrung der 
vorliegenden Erfindung ist es diese aufgrund ihres Charakters als 
10 Milchersatzmittel auch als speziell fur Patienten mit einer 
Aminosaurestoffwechselstdrung, insbesondere Hyperphenylalaninamie, 
geeignetes Milchmixgetrank, insbesondere Fruchtmilchmixgetrank oder 
Kakao auszubilden. 

15 Bei der Ernahrung von Patienten mit Hyperphenylalaninamie kommt 

der vorliegenden Erfindung eine herausragende Bedeutung zu: Durch den 
Verdienst der Erfinder der vorliegenden Erfindung ist es erstmals moglich, 
solchen Patienten ein phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel zur 
Verfugung zu stellen, das durch den Zusatz von Tetrahydrobiopterin - 

20 Derivaten geeignet ist die Proteintoleranz und den Abbau von Phenylalanin 
zu erhohen. 

GemSS der vorliegenden Erfindung enthalt ein solches 
phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel ein proteinarmes 
25 Grundnahrungsmittel sowie wenigstens eine Verbindung mit folgender 
allgemeiner Formel: 
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R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
5 F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, .wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, 0, S; 
10 worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
15 C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
20 COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren lebensmitteltechnisch akzeptablen Salze. 
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Fur das erfindungsgemaBe phenylalaninarme Spezialnahrungsmittel ist 
es ebenfalls bevorzugt, eine Verbindung einzusetzen, welche ausgewahlt 
wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, 
• Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit 
5 folgender Struktur: 




1 0 (-)-(1 , R,2'S I 6R)-2-Amino-6-(1 '.Z-dihydroxypropyO-S.S.T.S-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere deren Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1',2'-di-0-acetyl-5 I 6 I 7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1' I 2 , -di-0-acetyl-5,6,7 l 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 

1 5 2-N-Palmitoyl-1 '.Z-di-O-acetyl-S.S.T.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 

2-N-Linoleoyl-1' I 2'-di-0-acetyl-5 ) 6,7 ) 8-tetrahydrobiopterin. 

Es ist moglich und bevorzugt, das phenylalaninarme 
Spezialnahrungsmittel auszubilden als: Fertiggerichte; Teigwaren, 
20 insbesondere Nudeln; Backwaren, insbesondere Brot, Kuchen, 

Kekse; SuBwaren, insbesondere Schokolade, Bonbons, Eis; 
Getranke, insbesondere Milchersatzmittel, ausgebildet als 
Milchmixgetrank, insbesondere als Fruchtmilchmixgetrank oder 
Kakao; sowie Bier. 
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Hiermit konnen Hyperphenylalaninamie-Patienten erstmals 
signifikant hohere Mengen an normal er Kost zu sich nehmen - ohne 
sich aufgrund ihrer Aminosaurestoffwechselstorung in Gefahr zu 
begeben - und ohne ausschlieBlich auf die ubel schmeckenden 
Produkte des Stands der Technik angewiesen zu sein. 

Infolge des raschen Eintritts der Wirkung von Tetrahydrobiopterinderivaten 
ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung schlussendlich moglich, ein 
Diagnostikum zur Erkennung von Tetrahydrobiopterin-sensitiven 
Erkrankungen des Aminosaurestoffwechsels, zur Verfugung zu stellen, 
welches wenigstens eine Verbindung mit folgender allgemeiner Formel 
enthalt: 



R2 R3 R4 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyi, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, 0, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 
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worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 
5 worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
C 2 H 5l C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5l C 3 H 7 , Butyl ist; 
10 worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H S , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; 

insbesondere 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin; sowie deren pharmazeutisch 
akzeptablen Salze. 

15 Zusammenfassend ist festzustellen, dass es mit den im Rahmen der 

vorliegenden Erfindung beschriebenen Verbindungen erstmals moglich ist, 
bestimmte genetisch bedingte Aminosaurestoffwechselstorungen 
medikamentos zu behandeln, so dass die Patienten eine Verbesserung der 
Proteintoleranz sowie eine weitgehende Normal isierung ihrer gestorten 

20 Enzymaktivitat sowie der Konzentrationen der betroffenen Aminosauren 
und/oder deren Stoffwechselprodukte in Korperflussigkeiten und 
Korperzellen aufweisen. 

Desweiteren schlagt die vorliegende Erfindung Zusammensetzungen 
25 von Nahrungserganzungsmitteln und Spezialnahrungen vor, die gleichzeitig 
die in der Erfindung beschriebenen Verbindungen zur Verbesserung der 
Proteintoleranz und des Abbaus von Phenylalanin enthalten. Dadurch ist es 
erstmals moglich ist, Patienten mit Aminosaurestoffwechselstorungen 
praktisch normal, d.h. mit quasi alien geschmacklichen und 
30 kompositorischen Nuancen, zu ernahren. 
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Neben den oben bereits mehrfach erwahnten Verbindungen konnen 
jedoch auch folgende Verbindungen als bevorzugte Ausfuhrungsformen fiir 
samtliche Anspruchskategorien zum Einsatz gelangen: 

5 Samtliche Einzelverbindungen sowie deren unterschiedliche 

Enantiomere, die sich mit den jeweils offenbarten Substituenten R1 bis R10 
und X aus den dargestellten allgemeinen Formeln ergeben sowie samtliche 
Unterkombinationen davon. 

10 Insbesondere sollen folgende Unterkombinationen von Verbindungen 

Bestandteil der Offenbarung sein: 



R2 R3 R4 




R10 

15 

worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH; 
und/oder 

worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: F, CI, Br, I; 
20 und/oder 

worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: NH 2 , 
N(CH3) 2 , N(C 2 H 5 ) 2l N(C 3 H7) 2 ; und/oder 

25 worin R1 NH-Acyl ist, wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome 

enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 20 
Kohlenstoffatome, enthalt; und/oder 
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worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH; 
und/oder 

5 . worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: NH 2 , F, CI, 
Br, I, 0, S; und/oder 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 ; und/oder 

10 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 ; und/oder 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
15 Gruppe bestehend aus: F, CI, Br, I; und/oder 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander Acetyl ist; und/oder 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
20 Gruppe bestehend aus: OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, ist; und/oder 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: CH3, C 2 Hs, 
C3H7, Butyl, Isobutyl, t-Butyl; und/oder 

25 

worin R5 Phenyl ist; und/oder 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO; 
30 und/oder 
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worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7> Butyl ist; 
und/oder 

5 worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs, und - - eine optionale Doppelbindung darstellt. 

Es hat sich ferner herausgestellt, dass sich lipophile 
Tetrahydrobiopterinderivate, wie sie beispielsweise in der EP 0 164 964 A1 

10 beschrieben sind, besonders eignen, urn einerseits die Serumhalbwertszeit 
im Vergleich zu Tetrahydrobiopterin von ca. 8 Stunden auf uber 18 Stunden 
zu erhohen. Andererseits sind derartige lipophile 
Tetrahydrobiopterinderivate besonders geeignet, urn Spezialnahrungen und 
Nahrungsmittelerganzungen herzustellen, da sie sich auch in fetthaltigen 

15 Gemischen, beispielsweise in Milchersatzmitteln, gut losen. 

Desweiteren liegt ein Vorteil der lipophilen Verbindungen in ihrer 
verminderten Oxidationsempfindlichkeit. 

20 Derartige lipophile Verbindungen sind insbesondere solche, bei 

welchen 

R1 in obiger allgemeiner Formel ein NH-Acyl ist, wobei der Acylrest 
insbesondere 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
25 und/oder 

R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: OX, wobei X insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, 
bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, ist; wobei die Substituenten R2, R3, R5, 
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R7, R8, R9, R10 wie im Rahmen der vorliegenden Erfindung offenbart 
ausgewahlt sein konnen. 

Vorzugsweise konnen folgende lipophile Tetrahydrobiopterinderivate 
5 for die Zwecke der vorliegenden Erfindung beispielhaft eingesetzt werden: 

2-N-Stearoyl-1',2'-di-0-acetyl-5 l 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1',2'-di-0-acetyl-5 l 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1',2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
1 0 2-N-Linoleoyl-1 \2'<H-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

Tetrahydrobiopterin ist derzeit kommerziell erhaltlich, so beispielsweise 
als Sapropterinhydrochlorid welches unter dem Namen BIOPTEN® von der 
Firma Suntory erhaltlich ist und welches zur Therapie von genetisch 
1 5 bedingten Tetrahydrobiopterin-Synthesestorungen eingesetzt wird. 

Daruber hinaus kann Tetrahydrobiopterin und seine Derivate 
synthetisch hergestellt werden. Beipielhaft ist hierzu die EP 0 164 964 A1 
genannt, welche u.a. die Herstellung einer Reihe von acylierten 
20 Tetrahydrobiopterinderivaten beschreibt. Desweiteren offenbart die US 
4,665, 1 82 die organisch chemische Synthese von Biopterinderivaten. 

Somit bereitet die Herstellung der verwendeten Verbindungen dem 
Fachmann keine Schwierigkeiten. 

25 

Weitere Vorteile und Merkmale ergeben sich aufgrund der 
Beschreibung von AusfCihrungsbeipielen sowie anhand der Zeichnung. 

Es zeigt: 

30 

Fig. 1 die Phenylalaninkonzentrationen im Blut vor Provokation mit 
Phenylalanin sowie vor und nach Gabe von Tetrahydrobiopterin bei der 
milden Hyperphenylalaninamie, der milden Phenylketonurie, der milden, 
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nicht auf Tetrahydrobiopterin ansprechenden Phenylketonuria sowie der 
klassischen Phenylketonurie; 

Fig. 2 die Wirkungen von Kurzzeitbehandlungen mit 
5 Tetrahydrobiopterin auf die Phenylalaninoxidation; 

Fig. 3 eine Relation zwischen der kumulativen Wiederfindungsrate von 
13 C-markiertem C0 2 wahrend nach Gabe von 13 C-markiertem Phenylalanin 
und den Phenylalanin-Blutkonzentrationen vor und nach Verabreichung von 
10 Tetrahydrobiopterin; 

Fig. 4 die Wirkung von Tetrahydrobiopterin auf die periphere 
Phenylalanin-Clearance und Oxidationsraten bei Patienten mit 
Hyperphenylalaninamie; und 

15 

Fig. 5 die strukturelle Lokalisation von Phenylalaninhydroxylase 
Missense-Mutationen. 

Tabelle 1 die Korrelation der Genotypen zu klinischen Phanotypen. 

20 

Beispiele 

Verfahrensweise 

Urn die therapeutische Wirksamkeit von Tetrahydrobiopterin zu 
25 untersuchen, fuhrten wir einen kombinierten Phenylalanin- 
Tetrahydrobiopterin Belastungstest zur Diagnostik durch und analysierten 
die Wirkung in vivo mittels Bestimmung der [ 13 C]Phenylalanin-Oxidations- 
Raten bei 38 Personen mit einem Mangel an Phenylalanin-Hydroxylase vor 
und nach Gabe von Tetrahydrobiopterinderivaten Das Ansprechen auf 
30 Tetrahydrobiopterin stand mit bestimmten Genotypen im Zusammenhang 
und wir lokalisierten Mutationen anhand des Strukturmodelles des 
Phenylalanin-Hydroxylase-Monomers und daraus abzuleitende 
Proteinfehlfaltung. 
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Ergebnisse 

Bei 27 der 31 Patienten (87 Prozent) mit einer milden 
Hyperphenylalaninamie (n=10) oder einer milden Phenylketonurie (n=21) 
senkte Tetrahydrobiopterin deutlich den Phenylalaningehalt . im Blut und 
5 erhdhte/verbesserte die Phenylalanin-Oxidation. Umgekehrt erfullte keiner 
der sieben Patienten mit klassischer Phenylketonurie (n=7) das Kriterium 
des starken Ansprechens auf Tetrahydrobiopterin, wie es in der Studie 
definiert wurde. Bei einzelnen Patienten mit klassischer Phenylketonurie 
waren jedoch geringe Effekte nachweisbar. Eine Langzeittherapie mit 

10 Tetrahydrobiopterin, die bei funf Kindern durchgefuhrt wurde, erhohte die 
tagliche Phenylalanintoleranz signifikant von 8,7+8,6 mg/kg Korpergewicht 
(Spanne 8,8-30) auf 61,4+27,9 mg/kg Korpergewicht (Spanne 17,9-90) unter 
medikamentoser Behandlung (P=0,0043) und ermoglichte ihnen damit, ihre 
Spezialdiat abzubrechen. Sieben Mutationen des 

15 Phenylalaninhydroxylasegens (P314S, Y417H, V177M, V245A, A300S, 
E290G und IVS4-5C-»G) und daraus resultierende Strukturanomalie und 
Fehlfaltung des Enzyms wurden als hochstwahrscheinlich ursachlich in 
Zusammenhang stehend mit dem Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin 
klassifiziert und sechs Mutationen (A403V, F39L, D415N, S310Y, R158Q 

20 und I65T) wurden als moglicherweise in Zusammenhang stehend 
klassifiziert. Vier Mutationen (Y414C, L48S, R261Q und 165V) standen 
uneinheitlich mit diesem Phanotyp in Zusammenhang. Mit dem Ansprechen 
auf Tetrahydrobiopterin verbundene Mutationen waren vor allem im 
katalytischen Bereich des Proteins lokalisiert und waren nicht direkt an der 

25 Cofaktorbindung beteiligt. 

SchluRfolgerungen: 

Ein Ansprechen auf Tetrahydrobiopterinderivate - charakterisiert durch 
Verbesserung der -Proteintoleranz, weitgehender Normalisierung gestorter 
30 Phenyalaninhydroxlyseaktivitat sowie Absenkung erhohter 
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Phenylalaninkonzentration - tritt haufig bei Patienten mit einem milden 
Phanotyp einer Hyperphenylalaninamie auf. Das Ansprechen kann nicht 
zuverlassig anhand des Genotyps vorhergesagt werden, was vor allem bei 
zusammengesetzten doppelt heterozygoten Genotypen zutrifft. Die 
5 medikamentose Behandlung mit Tetrahydrobiopterinderivaten und/oder 
Zusatz der Verbindungen zu Nahrungsmitteln konnte viele Patienten von 
ihrer sehr belastenden phenylalaninarmen Diat befreien und dadurch ihre 
Ernahrung erleichtern. 

10 Nach Einreichung der vorliegenden Patentanmeldung werden die 

Daten der Erfindung in wissenschaftlich begutachteter Form publiziert und 
dokumentiert: New England Journal of Medicine, 2002, 347 (26), 2122-2132 
(26.12.02). 

15 Einleitung 

Hyperphenylalaninamie, eine weitverbreitete vererbbare 
Stoffwechselkrankheit, war eine der ersten genetischen Storungen, die 
behandelt werden konnten. In den meisten Fallen resultiert 

20 Hyperphenylalaninamie aus einem Mangel an Phenylalanin-Hydroxylase 
(ECU 4. 16.1), hervorgerufen durch Mutationen auf dem Phenylalanln- 
Hydroxylase-Gen. Die damit verbundenen Phanotypen reichen in ihrem 
Schweregrad von der klassischen Phenylketonurie (MIM261600) bis hin zur 
milden Phenylketonurie und milden Hyperphenylalaninamie. Mindestens die 

25 Halfte der betroffenen Patienten leidet an einer der milderen klinischen 
Phanotypen. Sowohl Patienten, die an einer klassischen Phenylketonurie 
leiden, als auch Patienten, die an einer milden Phenylketonurie leiden, 
mussen ihr Leben lang auf eine proteinarme Ernahrung achten, urn 
neurologischen Folgeerscheinungen vorzubeugen und eine normale 

30 kognitive Entwicklung sicherzustellen. Im Zusammenhang mit der sehr 
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strengen Spezialdiat steht das Risiko ernahrungsbedingter 
Mangelerscheinungen, zudem stellt sie eine Belastung fur die Patienten und 
deren Familien dar. Nur Patienten die an einer milden Hyperphenylaninamie 
leiden, bendtigen unter Umstanden keine Behandlung. Die Suche nach 
5 altemativen Behandlungsmethoden ohne Emahrungsumstellung wurde 
angeregt. 

Bei ca. 50 genetisch bedingten Krankheiten beim Menschen kann die 
Behandlung durch eine hohe Dosis eines Cofaktors die Enzymtatigkeit 
anregen. Tetrahydrobiopterin ist ein naturlicher Kofaktor von aromatischen 

10 Aminosaurehydroxylasen und der Stickoxidsynthase. Die Substitution dieser 
Cofactor-Komponente ist eine etablierte Behandlungsmethode bei seltenen 
Fallen von Hyperphenylalaninaname, die von angeborenen Fehlern bei der 
Tetrahydrobiopterin-Biosynthese herruhrt. Mehr als 98 Prozent der Patienten 
mit Hyperphenylalaninamie weisen jedoch Mutationen auf dem 

15 Phenylalanin-Hydroxylase-Gen auf und sie haben eher eine erhohte als eine 
verringerte Plasmakonzentration an Biopterin, was auf die Aktivitat des 
Guanosintriphosphatcyclohydroxylase l-Ruckkopplungsregulationsproteins 
zuruckzufuhren ist. Eine mogliche therapeutische Wirkung des 
Tetrahydrobiopterins bei Patienten mit einem Mangel an Phenylalanin- 

2 o Hydroxylase wurde aus diesem Grund bisher nicht bedacht. 

In jiingster Zeit wurde nachgewiesen, daB einzelne Patienten mit 
Mutationen auf dem Phenylalanin-Hydroxylase-Gen niedrigere Phenylalanin- 
Konzentrationen im Blut aufwiesen, nachdem ihnen zu diagnostischen 
25 Zwecken Tetrahydrobiopterin verabreicht worden war. Es ist jedoch bekannt, 
daB periphere Phenylalaninwerte von verschiedenen genetischen Orten und 
verandernden Faktoren reguliert werden und es gibt keine Beweise, daS die 
positive Wirkung von Tetrahydrobiopterin auf der Ebene der Phenylalanin- 
Hydroxylierung erfolgt. 
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In dieser Studie, die mit nach dem Zufallsprinzip ausgewahlten 
Patienten durchgefuhrt wurde, wurden die folgenden Fragen behandelt: (1 ) 
Wie.weit ist das Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin verbreitet? (2) Stellt 
Tetrahydrobiopterin die Phenylalaninoxidationsfahigkeit wieder her? (3) 
5 Hangt das Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin mit bestimmten Genotypen 
zusammen und befinden sich damit im Zusammenhang stehende Mutationen 
an bestimmten Orten der Proteinstruktur? (4) Verbessert es die 
Proteintoleranz bei Langzeitbehandlung? 

10 Verfahren 

Patienten 

Wir erhielten eine schriftliche Zustimmungserklarung der Familien von 
38 Kindern, die an verschiedenen Unterformen der Hyperphenylalaninamie 

15 leiden. Die Klassifikation erfolgte in Abhangigkeit der Plasmaphenylalanin- 
Konzentration vor der Behandlung: <600^imol/l, milde 
Hyperphenylalaninamie, n=10, Alter 15Tage bis 10 Jahre; 600-1200 umol/l, 
milde Phenylketonurie, n=21, Alter 8 Tage bis 17 Jahre; >1200|amol/l, 
klassische Phenylketonurie, n=7, Alter 1 Tag bis 9 Jahre. Ein Defekt bei der 

20 Tetrahydrobiopterin-Biosynthese Oder beim Recycling von 
Tetrahydrobiopterin wurde durch eine Analyse der Pterinwerte im Urin und 
der Dihydropteridin-Reduktaseaktivitat in Erythrozyten ausgeschlossen. Wir 
untersuchten 7 Patienten wahrend der Neugeborenenperiode und 31 , als sie 
schon alter waren. Erkrankte Geschwister (n=5) wurden ebenfalls mit in die 

25 Untersuchung aufgenommen, denn es ist bekannt, daft nicht-genetische 
Faktoren die Phenylalaninhomeostase beeinflussen. 



Kombinierter 



Phenylalanin 



und 



Tetrahydrobiopterin 



Belastungstest 
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Die Aufnahme von Phenylalanin wurde erreicht, indem man die 
Patienten eine Mahlzeit mit 100 mg Phenylalanin pro Kilogramm 
Korpergewieht zu sich nehmen lieli. Eine Stunde nach dem Ende der 
Mahlzeit nahmen die Patienten 20 mg Tetrahydrobiopterin pro Kilogramm 
5 auf (Schircks Laboratories, Jona, Schweiz). Die Phenylalanin-Konzentration 
im Blut wurde durch eine Elektrospray lonisations- 
Tandemmassenspektroskopie bestimmt - vor der Aufnahme von 
Phenylalanin und vor und nach (bei 4, 8 und 15 Stunden) Provokation mit 
Tetrahydrobiopterin. Wahrend der Testphase wurden die Neugeborenen mit 
10 Muttermilch ernahrt, wahrend die alteren Kinder eine standardisierte 
Proteinzufuhr (10 mg Phenylalanin pro Kilogramm) zwischen sechs und acht 
Stunden nach der Belastung mit Tetrahydrobiopterin erhielten. 

In vivo Analyse der L-Phenylalaninoxidation 

15 Die Tests wurden nach vierstundigem Fasten bei Kleinkindern und 

einem Fasten uber Nacht bei alteren Kindern durchgefuhrt. Insgesamt 
wurden 6 mg L-[1- 13 C]Phenylalanin (Euriostop, Paris, Frankreich) pro 
Kilogramm Korpergewieht oral verabreicht. Der Tracer wurde in einer 
25%igen Dextroselosung aufgelost (2 mg pro Milliliter). AnschlieSend 

20 wurden Atemproben uber einen Zeitraum von 180 Minuten genommen und 
in luftleeren Glasr6hrchen bis zur Analyse mittels 
Isotopenmassenspektroskopie aufbewahrt (deltas, Thermoquest, Bremen). 
Die Wiedergewinnung von Kohlenstoff-13 in den Atemproben wurde 
errechnet, wie durch Treacy et al. beschrieben, wobei eine 

25 Gesamtkohlendioxidproduktion von 300 mmol pro Stunde x Quadratmeter 
der K6rperoberflache angenommen wurde. Die 13 C0 2 -Produktion wurde als 
ein kumulativer Prozentsatz der verabreichten Dosis gegen die Zeit 
dargestellt. Die Gultigkeit der Ergebnisse bei den Neugeborenen konnte 
durch die Ernahrung Oder die Tatsache beeinfluUt werden, daft die 

30 Atemprobennahme bei ihnen schwieriger ist, als bei alteren Kindern. Der 
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Basislinienprozentsatz von 13 C, gemessen zum Zeitpunkt 0 unterschied sich 
jedoch bei den Neugeborenen und den alteren Kindern nicht signifikant. Die 
Werte wurden als unterhalb der Detektierbarkeit erachtet, wenn die 
Signalintensitat des Atom%-Oberschusses zum Zeitpunkt t, erhalten durch 
5 Subtraktion des durchschnittlichen Basiswertes, keine ausreichende 
Unterscheidung vom atmospharischen 13 C0 2 zulieli. Im Durchschnitt waren 
weniger als 1 (altera Kinder) und weniger als 2 (Neugeborene) von 27 
aufeinanderfolgenden 13 C0 2 -Messungen, die wahrend der 180 Minuten 
eines Einzeltests erhalten wurden, nicht interpretierbar. Dies hat einen 
1 o vernachlassigbaren EinfluB auf die Endauswertung. 

Analyse der Mutationen 

DNA wurde aus den Leukozyten nach dem Standardverfahren 
extrahiert. 13 Genomfragmente, die die gesamte kodierende Sequenz 
15 beinhalten, sowie die exonflankierende, intronische Sequenz des 
Phenylalaninhydroxylase-Gens wurden durch eine 

Polymerasekettenreaktion amplifiziert, gefolgt von einer direkten 
Sequenzierung. 

20 Strukturbasierende Lokalisation von Phenvlalanin-Hvdroxvlase- 
Genmutationen 

Ein Gesamtlangenmodell der Tetrahydrobiopteringebundenen Phenylalanin- 
Hydroxylase wurde von den Kristallstrukturen verschiedener trunkierter 
Formen erstellt, indem die katalytischen Bereiche mittels der von SWISS- 
25 MODEL/Swiss-Pdb Viewer zur Verfugung gestellten Tools ubereinander 
gelegt wurden. 



WO 2004/058268 * - PCT7EP2003/014262 

37 




Ergebnisse 

Auswirkungen von Tetrahydrobiopterin auf die Phenylalanin- 
5 Konzentration im Blut und die Phenylalaninoxidationsraten 

Die Patienten wurden als ansprechend auf Tetrahydrobiopterin klassifiziert, 
wenn die Phenylalanin-Konzentration im Blut 15 Stunden nach der 
Belastung mit Tetrahydrobiopterin urn mindestens 30% im Vergleich zum 
Wert vor der Einnahme von Tetrahydrobiopterin gesunken war. Ein 

10 Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin wurde bei alien 10 Patienten mit einer 
milden Phenylalaninamie und bei 17 der 21 Patienten mit einer milden 
Phenylketonurie beobachtet. Nur 4 Patienten mit einer milden 
Phenylketonurie und alle 7 Patienten mit einer klassischen Phenylketonurie 
erfullten das Kriterium des Ansprechens auf Tetrahydrobiopterin nicht (Fig. 

15 1). Bei einigen Patienten sank die Phenylalaninkonzentration rasch ab, 
ahnlich wie man es bei Patienten mit einem Tetrahydrobiopterin- 
Synthesedefekt beobachten kann, wahrend andere nur langsam reagierten 
und die niedrigste Phenylalaninkonzentration erst 15 Stunden nach der 
Cofaktorverabreichung erreichten (Daten nicht gezeigt). 

20 Patienten mit unterschiedlichem klinischem Schweregrad der 

Erkrankung erreichten basale kumulative 13 C0 2 Wiederfindungsraten, die 
jeweils ihre individuelle Rest-Phenylalainin-Oxidationskapazitat (klassische 
Phenylketonurie, Mittelwert 1,4%; milde Phenylketonurie, 3,1%; milde 
Hyperphenylalaninamie, 5,6%; gesunde Vergleichsgruppe 9,0%) 

25 widerspiegelten. Nach der Behandlung mit Tetrahydrobiopterin (10 mg/kg 
Korpergewicht, 24 Stunden) stieg die Gesamt 13 C0 2 Wiederfindung deutlich 
bei denselben Patienten an, die auf den Belastungstest angesprochen 
hatten. Der Anstieg war bei Patienten mit einer milden Phenylketonurie 
deutlicher ausgepragt als bei Patienten mit einer milden 
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Hyperphenylalaninanamie (Fig. 2A). Es ist bemerkenswert, daG 8 von 11 
Patienten, die nicht ansprachen, einen milden Anstieg der 
Phenylalaninoxidation .nach Kurzzeittherapie mit Tetrahydrobiopterin 
aufwiesen, wobei bei 3 dieser Patienten gleichzeitig auch der 
Phenylalaningehalt im Blut beeinflulit wurde. Dies legt nahe, dass bei 
langerer Therapie auch bei schwereren Formen von Hyperphenylalaninamie 
geringe Verbesserung durch Tetrahydrobiopterinderivate erreicht werden 
kdnnte. Die Zeitkurven der fraktionierten 13 C0 2 -Bildung zeigten deutliche 
Abweichungen vom normalen Oxidationsphanotyp (Fig. 2B, C, D und E). 
Nach Cofaktorverabreichung fiel die Kurve bei Patienten, die auf 
Tetrahydrobiopterin ansprechen, auf den normalen Wert ab (Fig. 2B und C), 
wobei sie bei Patienten, die nicht auf Tetrahydrobiopterin ansprachen, 
unverandert blieb. 

Vor der Behandlung mit Tetrahydrobiopterin wiesen alle Patienten 
Phenylalanin-Konzentrationen im Blut von uber 200 nmol/l auf, und die 
kumulative 13 C0 2 Wiederfindung lag unter 7% mit einer beachtlichen 
Oberschneidung der Werte der Patienten, die ansprechen und der 
Patienten, die nicht ansprechen. Nach der Verabreichung von 
Tetrahydrobiopterin bildeten die beiden Patientengruppen zwei nicht 
uberlappende Cluster. Unter den als Tetrahydrobiopterin-sensitiven 
Patienten fanden sich 4 Kinder, die ein moderates Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin zeigten (Fig. 3). 

Es konnte eine beachtliche interindividuelle Variability beobachtet 
werden: Die Belastung mit Tetrahydrobiopterin reduzierte die Phenylalanin- 
Konzentrationen urn 37 bis 92%, wenn man die Blutwerte vor und 15 
Stunden nach Gabe von Tetrahydrobiopterin verglich. Bei 23 der 27 auf 
Tetrahydrobiopterin reagierenden Patienten gingen die Phenylalanin- 
Konzentrationen im Blut auf Werte von unter 200 nmol/l zuruck, wobei 4 
.Patienten Werte zwischen 200 und 400 jimol/l erreichten. Bei Patienten, die 
nicht reagieren, Ciberstieg die Konzentration von Phenylalanin nach der 



WO 2004/058268 • PCT/EP2003/014262 

39 




Belastung mit Tetrahydrobiopterin stets 400 (imol/l. Tetrahydrobiopterin 
erhohte die 13 C-Phenylalaninoxidationsraten urn 10 bis 91% und 22 der 27 
auf Tetrahydrobiopterin reagierenden Personen erreichten Oxidationsraten 
auf normalem Niveau. Bei den verbleibenden 5 Patienten zeigte sich eine 
5 Verbesserung, ein normales Niveau wurde jedoch nicht erreicht. Obwohl im 
allgemeinen konsistent, zeigten sich bei manchen Patienten 
bemerkenswerte Uneinheitlichkeiten des Tetrahydrobiopterineffekts auf die 
beiden analysierten Endpunkte. (Beispiele in Fig. 4 angegeben). Bei einem 
Patienten mit klassischer Phenylketonurie trat ein leichter Anstieg der 
10 Phenylalanin-Konzentration im Blut auf, sowie eine Verbesserung der 
Phenylalaninoxidationsrate, doch der Patient erfullte das Kriterium des 
starken Ansprechens auf Tetrahydrobiopterin nicht (Fig. 4). 

Langzeitbehandlung mit Tetrahydrobiopterin 

15 Die Familien mit funf Kindern im Alter von 4 bis 14 Jahren mit milder 

Phenylketonurie stimmten einem Therapieversuch zu, bei dem die 
phenylalaninarme Emahrung durch eine orale Verabreichung von 
Tetrahydrobiopterin in taglichen Dosen zwischen 7,1 und 10,7 mg/kg 
Korpergewicht ersetzt wurde. Die Behandlung dauerte 207+51,3 Tage 

20 (Durchschnitt±SD; Spanne 166-263). Die Cofaktorbehandlung fuhrte zu 
einem Anstieg der taglichen Phenylalanintoleranz von 8,7+8,6 mg/kg 
Korpergewicht (Spanne 8,8-30 vorher bei 61,4+27,9 mg/kg Korpergewicht 
(Spanne 17,9-90) bei Behandlung (P=0,0043) mit geringer Auswirkung auf 
die Phenylalanin-Konzentration im Blut (wahrend der diatetischen 

25 Behandlung, 366+120 umol/l; wahrend der reinen Cofaktorbehandlung, 
378±173nmol/l). 
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ldentifizierung und strukturbasierende Lokalisation von Phenvlalanin- 
Hvdroxvlase-Genmutationen 

Bei 37 von 38 Patienten wurden jeweils zwei mutante Allele 
identifiziert (Tabelle 1). Wir klassifizierten 7 Mutationen (P314S, Y417H, 
5 V177M, V245A, A300S, E390G, IVS4-50G) als hochst wahrscheinlich 
verantwortlich fur das Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin, da sie entweder 
in homozygoter oder funktionell hemizygoter Form nachgewiesen wurden. 
Sechs weitere Mutationen stehen moglicherweise, aufgrund einer 
signifikanten in vitro Rest-Enzymaktivitat (A403V, F39L, D415N, R158Q, 

10 I65T) wie bereits vorher beschrieben, oder aufgrund einer bekannten 
schweren Mutation auf dem zweiten Allel (S310Y) mit dem Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin in Verbindung. Vier Mutationen (Y414C, L48S, R261Q, 
I65V) zeigten einen uneinheitlichen Zusammenhang mit dem Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin. Acht von 12 Missense-Mutationen, die im 

15 Zusammenhang mit dem Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin stehen, 
befinden sich auf der katalytischen, wohingegen sich zwei auf der 
regulatorischen und zwei auf der Tetramerisierungs-Domane befinden. 
Keine von ihnen hatte Auswirkungen auf Reste des aktiven Zentrums oder 
auf Aminosauren, die direkt mit dem Cofaktor interagieren (Fig. 5). 



Wir zeigen mehrere Beweisstrange auf, urn deutlich zu machen, daft der 
metabolische Phanotyp des Mangels an Phenylalanin-Hydroxylase durch 

25 pharmakologische Dosen von Tetrahydrobiopterin oder dessen Derivate 
signifikant modifiziert werden kann. Erstens fuhrte die Einnahme von 
Tetrahydrobiopterin bei den meisten Patienten mit einer Phenylalanin- 
Hydroxylase-Rest-Enzymaktivitat zu normalen oder annahernd normalen 
Phenylalanin-Konzentrationen im Blut, was nahelegt, daS das Ansprechen 

30 auf Tetrahydrobiopterin bei Patienten, die phanotypisch nur leichte 
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Symptome aufweisen, weitverbreitet ist. Zweitens erhohte 
Tetrahydrobiopterin die verbliebene Phehylalanin-Oxidationsfahigkeit bei 
diesen Patientengruppen. Drittens fuhrte Langzeitbehandlung mit 
Tetrahydrobiopterin zu einer signifikanten Verbesserung der Proteintoleranz 
5 und Wegfall der Notwendigkeit zu einschrankender Diattherapie. 

Wir zeigen, daB der in vitro Phenylalaninoxidations-Test eine Einteilung von 
Patienten mit Hyperphenylalaninamie in verschiedene Klassen 
unterschiedlicher Schwere ermoglicht. Diese Ergebnisse stimmen mit den 
Daten uber die Fahigkeit des Verfahrens uberein, die Phenylalanin- 

10 Hydroxylase-Gen-Dosis zu messen. Aufgrund der multifaktoriellen Natur der 
Hyperphenylalaninamie ist die Phenylalanin-Oxidationsgeschwindikeit im 
ganzen Korper nicht ein einfaches Aquivalent der Phenylalaninhydroxylase- 
Aktivitat. Der Ruckgang des Phenylalaningehalts im Blut wurde von einer 
Verbesserung der in vivo Phenylalanin-Oxidationsfahigkeit bei alien 

15 Patienten begleitet, die auf Tetrahydrobiopterin ansprechen. Alles in allem 
stimmen diese Beobachtungen mit der Hypothese uberein, daft die 
Fehlfaltung des Enzyms und die gestorte Phenylalanin-Hydroxylase Aktivitat 
durch Tetrahydrobiopterin verbessert werden kann. Das AusmaB der 
Verbesserung im Phenylalaninabbau entsprach nicht immer der 

20 Verbesserung der Phenylalaninoxidation, ein nicht unerwartetes Ergebnis fur 
einen genetisch bestimmten Enzymmangel im allgemeinen und fur einen 
Mangel an Phenylalanin-Hydroxylase im speziellen. Wir beobachteten 
langsame und schnelle Reaktionen, ebenso wie Unterschiede im Zeitverlauf 
und im relativen AusmaS der 13 C0 2 -Bildung, was darauf hindeutet, daB 

25 Tetrahydrobiopterin seine Wirkung durch verschiedene Wirkungsweisen und 
- in Abhangigkeit vom AusmaB der Proteinfehlfaltung - mit unterschiedlicher 
Effizienz entfaltet. Neben dem Vorschlag, daB eine hoch dosierte 
Tetrahydrobiopterin-Behandlung eine verringerte Affinitat der defekten 
Phenylalanin-Hydroxylase gegenuber Tetrahydrobiopterin kompensieren 

30 konnte, mussen zusatzliche Wirkungsweisen in Betracht gezogen werden. 
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Eine Behandlung mit Tetrahydrobiopterin konnte zusatzlich die 
Phenylalanin-Hydroxylase-Genexpression hochregulieren, Phenylalanin- 
Hydroxylase mRNA stabilisieren, die funktionale Phenylalanin-Hydroxylase- 
Tetramerbildung erleichtern oder ein falsch gefaltetes Enzymprotein vor 
5 einem proteolytischen Verdau schutzen. 

Vorhersagen Ciber den Phanotyp anhand des Genotyps konnen bei 
komplexen, durch genetisch muitifaktoriell bedingten Erkrankungen, , wie bei 
Hyperphenylalaninamie, schwierig sein. In der Gruppe der Patienten,- die auf 
Tetrahydrobiopterin ansprachen, identifizierten wir uberwiegend "milde" 

10 Genotypen, wohingegen die Genotypen der Patienten, die nicht ansprachen, 
uberwiegend "schwer" waren. Die experimentellen Hinweise auf den 
Zusammenhang verschiedener Mutationen mit dem Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin sind unterschiedlich konsistent und Voraussagen 
anhand des Genotyps sind deshalb vor allem bei Vorliegen doppelter 

15 Heterozygotie schwierig. Es ist bekannt, daft die Y414C Mutation bei mehr 
als einem klinischen Phanotyp auftritt. Wir identifizierten diese Mutation in 
einem funktionell hemizygoten Stadium bei zwei Patienten mit identischen 
Genotypen aber abweichenden Reaktionen auf Tetrahydrobiopterin. Diese 
Beobachtung konnte dadurch erklart werden, daS sich die Einflusse 

20 multipler modifizierender Genorte bei Hyperphenylalaninanamie 
unterschiedlich auswirken. Im homozygoten Zustand, der auf eine 
homopolymere Tetramerbildung schlieften la.Gt, wurde festgestellt, daft die 
Y414C sowie.die L48S Mutationen ein Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin 
bedingen. Im funktionell hemizygoten Zustand entdeckten wir diese 

25 Mutationen jedoch bei Einzelpersonen mit klassischer Phenyl ketonurie, die 
nicht auf Tetrahydrobiopterin reagierten. Unter diesen Umsta.nden konnte 
die Heteropolymerisation die Bildung von funktionellen Tetrameren 
behindern. 

Unsere Daten bestatigen die Annahme, daB die meisten Missense- 
30 Mutationen im Zusammenhang mit dem Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin 
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in der katalytischen Domane des Proteins liegen, jedoch nicht in Reste des 
aktiven Zentrums betreffen und auch nicht direkt an der Cofaktorbindung 
beteiligt sind. Diese Mutationen konnen bei einem Monomer Auswirkungen 
auf die Interaktionen zwischen den Domanen haben oder Reste auf den 
5 Beruhrungsflachen der Dimere oder Tetramere beinflussen und damit zu 
Fehlfaltung der Proteine und reduzierter Enzymaktivitat fCihren. 
Tetrahydrobiopterin dient so als ein chemisches Chaperonund verhindert 
dies. 

Fruher wurden in vitro Expressionsanalysen angewendet um den 
10 funktionellen EinfluB der Phenylalanin-Hydroxylase-Genmutationen in vivo 
vorherzusagen. Eine Oberschatzung der Phenylalanin-Hydroxylase- 
Aktivitaten in vitro im Vergleich zu jenen in vivo konnte dabei beobachtet 
werden. Dies konnte durch die Tatsache erklart werden, daB die in vitro 
Expressionsanalyse bisher nahezu ausschlieBlich in Gegenwart von hohen 
15 Konzentrationen naturlicher oder synthetischer Cofaktoren ausgefuhrt 
wurde, was Genotyp-Phinotyp-Korrelation erschwerte. Oberarbeitete 
experimentelle Protokolle, , sollten eine Reihe unterschiedlicher 
Tetrahydrobiopterin-Konzentrationen beinhalten, um den intrinsischen 
Schweregrad der Mutationen beurteilen zu konnen. 

20 Da man aus den pratherapeutischen 

Plasmaphenylalninkonzentraionen nicht darauf schlieBen kann, ob und wie 
auf Tetrahydrobiopterin angesprochen wird, ist eine neue klinische 
Klassifizierung ratsam: (1) HyperphenylalaninSmie, bei der nicht auf 
Tetrahydrobiopterin angesprochen wird, (2) Hyperphenylalaninamie, bei der 

25 auf Tetrahydrobiopterin angesprochen wird, beinhaltend (a) einen auf 
Tetrahydrobiopterin reagierenden Mangel an Phenylalanin-Hydroxylase und 
(b) Storungen im Tetrahydrobiopterin-Biosynthese-Weg. Ein Phenylalanin- 
Tetrahydrobiopterin Belastungstest mit einer ausgedehnten 
Beobachtungsphase (£15 Stunden) kann zuverlassig zwischen Patienten, 

30 die ansprechen und Patienten, die nicht ansprechen unterscheiden und 
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sollte bei alien Personen, die an einer Hyperphenylalaninamie leiden, 
durchgefuhrt werden urn eine sichere Identifizierung der Patienten, die von 
einer Tetrahydrobiopterin-Behandlung profitieren konnten, sicherzustellen. 
Unsere auf einen kurzen Zeitraum angelegte Studie schiieGt die Moglichkeit 
5 nicht aus, daB leichte Effekte sogar bei einigen Patienten mit klassischer 
Phenylketonurie erst nach einer langeren Behandlung zutage kommen. 

Unsere Ergebnisse zeigen, daB eine Langzeittherapie mit 
Tetrahydrobiopterin zu einer erhohten Phenylalanintoleranz fuhrt. Eine 
Cofaktorbehandlung, anstelle der belastenden Spezialdiat, ist fur viele 

10 Patienten geeignet und man kann erwarten, daS die Behandlung mit 
Tetrahydrobiopterinderivaten zu einer ansehnlichen Verbesserung der 
Lebensqualitat fuhrt. Insbesonders sollte der Zusatz dieser Verbindungen zu 
Nahrungsmitteln die Gestaltung der ansonsten sehr schwierigen Ernahrung 
erheblich erleichtern. Eine Tetrahydrobiopterin-Behandlung konnte ebenfalls 

15 bei einer mutterlichen Phenylketonurie hilfreich sein, da die strikte 
metabolische Einstellung wahrend der Schwangerschaft sehr schwierig, 
aber sehr wichtig ist, urn schwerwiegende negative Auswirkungen beim 
Neugeborenen zu vermeiden. Wie sicher oder nebenwirkungsfrei die 
Einnahme von Tetrahydrobiopterin wahrend der Schwangerschaft ist, wurde 

20 jedoch noch nicht festgestellt. Weltweit wurden insgesamt mehr als 350 
Patienten mit einem Mangel an Tetrahydrobiopterin mit dem Cofaktor 
behandelt. Bei einer Beurteilung der Sicherheit wurden einige 
dosisabhangige unerwunschte Nebenwirkungen wie Schlafstorungen, 
Polyurie und dunner Stuhl beobachtet (BIOPTEN® Approbationszettel, 

25 Suntory, Japan). 

Einige Hindernisse mussen aus dem Weg geraumt werden, bis die 
Behandlung mit Tetrahydrobiopterin zu einer Routinebehandlung werden 
kann. Erstens ist Tetrahydrobiopterin in den meisten Landern noch kein 
zugelassenes Medikament. Zweitens ist es immer noch teuer. Drittens 
30 werden noch Studien uber die zu verabreichenden Dosen, sowie klinische 
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Untersuchungen im Hinblick auf die Bioverfugbarkeit und die noch 
unbekannten Langzeitnebenwirkungen von Tetrahydrobiopterin bei 
Phenylalanin-Hydroxylase-Mangel bendtigt. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass wir zeigen, daS 
5 pharmakologische Dosen von Tetrahydrobiopterin bei den meisten Patienten 
mit Hyperphenylalaninamie eines weniger schweren Phanotyps uber eine 
Behebung von Proteinfehlfaltung eine gestorte Phenylalaninoxidation 
deutlich verbessern oder ganz normalisieren konnen. Daruber hinaus kann 
eine verbesserte Proteintoleranz und eine Lockerung der diatetischen 
l o Maftnahmen erreicht werden. Diese Erkenntnisse sind fur das diagnostische 
Vorgehen, die klinische Klassifikation und das therapeutisch Vorgehen von 
Bedeutung. In naher Zukunft wird die Cofaktorbehandlung viele Patienten 
von ihrer sehr belastenden Einschrankung der Ernahrung befreien. 
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TABELLE 1. GENOTYPEN VON PATIENT EN MIT TETRAHYDROBIOPTERIN-SENSITIVER UND 
NICHT-SENSITIVER HYPERPHENYXALANINAMIE 



ID 


ALLEL 1 


AT.TtF.UB 2 


PHANOTYF 


TETRAHYDROBIOPTERIN- SENS I TIVI TAT 


1 


A403V 


IVS4+5G>T 


Milde 


Ja 


2 


A403V 


n.i. 


Milde 


Ja 


3 


P314S* 


R408W f 


Milde 


Ja 


4 


F39L 


D415N 


Milde 


Ja 


5 


Y414C 


D415N 


Milde 


Ja 


6 


Y417H* 


Y417H* 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


7 


F55L 


S310Y* 


Milde 


Ja 


8 


R261Q 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


9 


V177M 


R408W f 


Milde 


Ja 


10 


P275L* 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


11 


V245A 


R408W t 


Milde 


Ja 


12 


L*fOO 




Milde Phenvlketonurie 


Ja 


13 


Y417H* 


Y417H* 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


14 


V245A 


R408W T 


Milde 


Ja 


15 


R261X t 


AoUUo 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


16 


R158Q 


E39QG 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


17 


R261X* 


A300S 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


18 


Y414C 


IVS12+lG>A t 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


19 


I6SS*. 


A300S 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


20 


R261Q 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


21 


K274fsdelllb 


E390G 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


22 


IVS4-SOG 


R408W* 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


23 




A300S 


Milde Phenvlketonurie 




24 


I65T 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


Moderat 


25 


E390G 


IVS12+1G>A* 


Milde Phenvlketonurie 


Moderat 


26 


I65V 


R261Q 


Milde 


Moderat 


71 


R158Q 


Y414C 


Milde Phenvl Icefconurie 
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Tabelle 1 - Fortsetzung 



ID ALLEL 1 &T.T.WT.W 2 PHANOTYP TETBAHYDROBIOPTERIN- SENSI TIVI TAT 



28 


Y414C 


IVS12+lG>A f 


Klassische 


Nein 


29 


P281L 1 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


Nein 


30 


I65V 


IVSl2+lG>A t 


Milde Phenvlketonurie 


Nein 


31 


165V 


IVS12+1G>A* 


Milde Phenvlketonurie 


Nein 


32 


N61D* 


R261Q 


Milde Phenvlketonurie 


Nein 


33 


R408W*, R413P 


Y414C 


Klassische 


Nein 


34 


P281L + 


P281L f 


Klassische 


Nein 


35 


R243X* 


Y414C 


Klassische 


Nein 


36 


L48S 


P281L t 


Klassische 


Nein 


37 


R261Q 


R408W* 


Klassische 


Nein 


36 




TVS7+1G>A 


Klassische „ _ .. 





5 Mutationen, die mit hoher Wahrscheinlichkeit mit Tetrahydrobicpterin-Sensitivitat assoziiert 

sind, sind grau hinterlegt 

Mutationen, die potentiell mit Tetrahydrobiopterin-Sensitivitat assoziiert sind, sind fett 
gedruckt 

Mutationen, die inkonsistent mit Tetrahydrobiopterin-Sensitivitat assoziiert sind, sind kursiv 
1 0 gedruckt 



* Bisher nicht beschriebene Mutation 

* Putative Nullmutation 
n.i. aicht identifiziert 
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Figurenlegende 



Figur 1 



5 



Wirkung von Tetrahydrobiopterin auf die Phenylalaninkonzentration im Blut. 
Phenylalaninkonzentration im Blut (Phe) vor der Phenylalaninbelastung und 
vor und nach der Herausforderung durch Tetrahydrobiopterin (BH 4 ). Die 
Kastchen stellen das 50%ige Vertrauensintervall dar (25. - 75. Percentile); 
10 die horizontalen schwarzen Balken stellen die Mediane dar; die 
Fehlerbalken zeigen die Spanne zwischen Minimum und Maximum an. Der 
Wert P betrifft die Differenz zwischen dem Phenylalaningehalt im Blut vor 
und 15 Stunden nach der Verabreichung von Tetrahydrobiopterin. 

15 Figur 2 

Wirkung der Kurzzeitbehandlung mit Tetrahydrobiopterin auf die 
Phenylalaninoxidation in vivo. A kumulative 13 C0 2 (180 min.)-Wiederfindung 
vor und nach der Behandlung mit Tetrahydrobiopterin (BH 4 ). Die Kastchen 

20 stellen das 50%ige Vertrauensintervall dar (25. - 75. Percentile); die 
horizontalen schwarzen Balken stellen die Mediane dar; die Fehlerbalken 
zeigen die Spanne zwischen Minimum und Maximum. B-E Fraktionalanalyse 
der 13 C0 2 -Bildung bei reprasentativen Patienten mit einer beeintrachtigten 
Phenylalaninhydroxylase vor (□) und nach (X) einer Kurzzeitbehandlung mit 

25 Tetrahydrobiopterin. 



Figur 3 



Beziehung zwischen der kumulativen 13 C0 2 Wiederfindung (180 min.) und 
30 der Phenylalaninkonzentration im Blut vor und nach der Behandlung mit 
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Tetrahydrobiopterin (BH 4 ). Patienten, die auf Tetrahydrobiopterin nicht 
ansprechen: O; Patienten, die auf Tetrahydrobiopterin ansprechen: X; 
Patienten, die moderat auf Tetrahydrobiopterin ansprechen: X. 



Wirkung von Tetrahydrobiopterin auf die periphere Phenylalanin-Clearance 
und auf die Oxidationsraten bei einzelnen Hyperphenylalaninamiepatienten. 
Die Phenylalaninkonzentration im Blut vor (ausgefullter Balken) und 15 
Stunden nach der Verabreichung von Tetrahydrobiopterin (BH 4 ) 
(dunkelgrauer Balken). Die durch Tetrahydrobiopterin bei einzelnen 
Patienten erhaltenen, positiven Wirkungen werden durch einen schwarzen 
Pfeil dargestellt (oberes Feld). Kumulative 13 C0 2 Wiederfindung (180 min.) 
vor (hellgrauer Balken) und nach der Verabreichung von Tetrahydrobiopterin 
(ausgefullter Balken). Die durch Tetrahydrobiopterin verursachte 
Verbesserung bei einzelnen Patienten wird durch einen schwarzen Pfeil 
(unteres Feld) dargestellt. Die normale Spanne (n. r.) fur die in vivo 
Phenylalaninoxidation, die durch eine gesunde Kontrollgruppe im Alter von 2 
Tagen bis 13 Jahren festgesetzt wurde, wird angegeben (8.3+2.8%; 
DurchschnittfcSD, /?=12). UnregelmaSigkeiten bei der Wirkung von 
Tetrahydrobiopterin: deutlicher Ruckgang der Phenylalaninkonzentration im 
Blut, jedoch geringe ErhShung der Phenylalaninoxidation bei einem Patient 
(X) und geringe Wirkung auf die Phenylalaninkonzentration im Blut sowie 
eine groBe Erhohung der Phenylalaninoxidation bei einem anderen 
Patienten (H). Leichtes Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin entspricht nicht 
dem Kriterium des Ansprechens auf Tetrahydrobiopterin bei einem Patienten 
mit klassischer Phenylketonurie (v). 



Figur4 
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Figur 5 

Strukturelle Lokalisierung von Phenylalanin-Hydroxylase Missense- 
5 Mutationen. Das Phenylalanin-Hydroxylase-Monomer, dargestellt in Form 
eines Bandes, setzt sich aus drei funktionellen Domanen zusammen: die 
regulatorische Domane (Reste 1-142), die katalytische Domane (Reste 143- 
410), und die Tetramerisierungsdomane (Reste 411-452). Das Eisen am 
aktiven Zentrum (brauner Bereich, teilweise verdeckt) und das Cofaktor- 

10 Analog 7,8-Dihydro-Tetrahydrobiopterin Stabmodell (stick model) befinden 
sich auf der katalytischen Domane. Mutationen, die hdchstwahrscheinlich mit 
dem Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin in Verbindung stehen, sind 
tiirkisfarben dargestellt. Mutationen, die moglicherweise mit dem 
Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin in Verbindung stehen, sind grDn 

15 dargestellt. Mutationen, die uneinheitlich mit dem Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin in Verbindung stehen, sind purpurrot dargestellt. 
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Anspruche 

1. Verwendung wenigstens einer Verbindung mit folgender 
allgemeiner Formel: 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 0, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3) 
C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 
CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
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worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, CH 3 , 
COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H S , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; 

zur Herstellung eines Medikamentes zur Verbesserung der 
Proteintoleranz zur Behandlung von Erkrankungen als Folge 
eines gestorten Aminosaurestoffwechsels. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass 
die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus: 5,6,7, 8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere 
dessen Hydrochlorid oder Sulfat, sowie einer Verbindung mit 
folgender Struktur: 



(-H1'R J 2'S,6R)-2-Amino-6-(r i 2 , -dihydroxypropyl)-5 I 6,7,8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid; und/oder 
2-N-Stearoyl-1 , ,2'-di-0-acetyl-5,6,7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
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2-N-Decanoyl-1' I 2'-di-0-acetyl-5 ) 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 , ,2'-di-0-acetyl-5,6,7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1',2 , -di-0-acetyl-5 l 6 l 7 ) 8-tetrahydrobiopterin. 
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3. Verwendung nach Anspaich 1 Oder 2, . dadurch 
gekennzeichnet, dass man als Salze Hydrochloride oder 
Sulfate einsetzt. 

10 4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 

gekennzeichnet, dass die Aminosaurestoffwechselstorungen 
umfassen: Zustande mit erhohtem Phenylalanin oder 
vermindertem Tyrosin in Korperflussigkeiten, Geweben oder 
Zellen umfaSt, insbesondere Zustande mit verringerter 

15 Phenylalaninhydroxylaseaktivitat, insbesondere Zustande 

bedingt durch verminderte zellulare Verfugbarkeit von 
Katecholaminen, insbesondere orthostatische Hypotension 
(Shy-Drager Syndrom), muskulare Dystonie; sowie 
Neurotransmitterstdrungen, insbesondere Schizophrenie; 

20 Phenylketonurie, insbesondere milde Phenylketonurie, 

klassische Phenylketonurie; Pigmentstdrungen der Haut, 
insbesondere Vitiligo. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
25 gekennzeichnet, dass man als pharmazeutisch akzeptables 

Salz ein Hydrochlorid verwendet. 

6. Verwendung von wenigstens einer Verbindung mit folgender 
allgemeinen Formel als Chaperon: 



30 
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worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
5 SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 

wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
10 SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
is Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 

ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
20 worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 
worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 ', und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 



25 



WO 2004/058268 



PCT/EP2003/014262 



deren pharmazeutisch akzeptablen Salze. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere 
dessen Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender 
Struktur: 



(-)-(1 , R,2 , S l 6R)-2-Amino-6-(1 , ,2'-dihydroxypropyl)-5 I 6 ) 7,8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
a-N-Stearoyl-r^'-di-O-acetyl-S.ey.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1' l 2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 , ,2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1',2 , -di-0-acetyl-5 l 6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

8. Verwendung nach Anspruch 6 oder 7 zur Verbesserung von 
ProteinmiBfaltung, insbesondere bei Strukturanomalien in 
Enzymen, die Tetrahydrobiopterin als Cofaktor benotigen. 




'3 
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10. 



10 



15 

11. 



Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dali die Enzyme ausgewahlt werden aus: 
Phenylalaninhydroxylase, Tyrosinhydroxylase, Tryptophanhy- 
droxylase, Oder NO-Synthase. 

Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Chaperon als Neurotransmitter- 
und/oder Botenstoff-Enhancer verwendet wird, insbesondere 
bei Zustanden mit erhohtem Phenylalanin oder vermindertem 
Tyrosin, Serotonin oder Dopamin in Korperflussigkeiten, 
Geweben oder Zellen, insbesondere bei Zustanden mit 
verringerter Phenylalaninhydroxylase-, Tyrosinhydroxylase- 
Tryptophanhydroxylase- und NO-Synthaseaktivitat verwendet 
wird. 

Verwendung von wenigstens einer Verbindung gemaS 
folgender allgemeiner Formel als Neurotransmitter-oder als 
Botenstoff-Enhancer, insbesondere fur Catecholamine 
und/oder Serotonin und/oder Dopamin und oder 
Stickoxid(NO): 




R10 



2004/058268 



PCT/EP2003/014262 



57 




worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2| N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 0, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3l 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 
worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5| und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren pharmazeutisch akzeptablen Salze. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen 
Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 
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(^-(I'R^'S.eRJ^-Amino-e-Cr.Z-dihydroxypropyO-S.e.Z.S-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid Oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1' I 2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1 , ,2'-di-0-acetyl-5,6,7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5,6,7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6,7 I 8-tetrahydrobiopterin. 

13. Zusammensetzung enthaltend wenigstens eine Verbindung 
mit folgender allgemeiner Formel: 



R2 R3 R4 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
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insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 
5 worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C2H5; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
10 ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 

ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
15 Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 
worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

20 deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; sowie 

wenigstens eine Aminosaure enthaltend, welche ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus den essentiellen Aminosauren: 
Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Threonin, Tryptophan, 
25 Valin, Histidin; sowie aus den nicht essentiellen Aminosauren, 

insbesondere Alanin, Arginin, Asparaginsaure, Asparagin, 
Cystein, insbesondere Acetylcystein, Glutaminsaure, Glutamin, 
Glycin, Prolin, Serin sowie Tyrosin. 
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14. Zusammensetzung nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie die essentiellen Aminosauren, ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus: Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, 
Threonin, Tryptophan, Valin, Histidin und zusatzlich wenigstens eine 
der Aminosauren Alanin, Arginin, Asparaginsaure, Asparagin, 
Cystein, insbesondere Acetylcystein, Glutaminsaure, Glutamin, 
Glycin, Prolin, Serin sowie Tyrosin enthalt. 

15. Zusammensetzung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie zusatzlich Kohlehydrate, insbesondere 
Glucose, und/oder Vitamine enthalt. 

16. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie als oral oder intravenos zu 
verabreichendes Praparat formuliert ist. 

17. Zusammensetzung nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Praparat als Pulver, Tablette, Kapsel, 
Dragee in Tropfenform oder fur topische Anwendungen, 
insbesondere Salben; sowie als Losung zur intravendsen 
Anwendung, formuliert ist. 

18. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie als eine pharmazeutische 
Zusammensetzung, gegebenenfalls mit pharmazeutisch-galenisch 
ublichen Hilfsstoffen, ausgebildet ist. 

19. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 18, 
dadurch . gekennzeichnet, dass sie als diatetische 
Zusammensetzung, gegebenenfalls mit lebensmitteltechnisch 
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ublichen Hilfsstoffen, insbesondere Emulgatoren, bevorzugt Lecitin, 
Cholin, ausgebildet ist. 

20. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 19, 
dadurch gekennzeich.net, dass sie zusatzlich Mineralstoffe und/oder 
Elektrolyte enthalt, welche ausgewahlt sind aus: Mineraisalzen; 
Salinensalzen; Meersalzen; Spurenelementen, insbesondere Selen, 
Mangan, Kupfer, Zink, Molybdan, Jod, Chrom; Alkaliionen, 
insbesondere Lithium, Natrium, Kalium; Erdalkaliionen, 
insbesondere Magnesium, Calcium; Eisen. 

21. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich Phenylalanin 



22. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich L-Carnitin enthalt. 

23. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich Myoinosit und 
Cholin enthalt. 

24. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie Antioxidantien, insbesondere 
Vitamin C enthalt. 



enthalt. 



25. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, dafc die Verbindung ausgewahlt wird 
aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, 
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Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie einer 
Verbindung mit folgender Struktur: 



(-HI'R^'S.eRJ^-Amino-S^r^'-dihydroxypropyO-S.ej.S-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid Oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1',2'-di-0-acetyl-5 I 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1',2'-di-0-acetyl-5 l 6,7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-r,2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6 ) 7,8-tetrahydrobiopterin. 

26. Verwendung wenigstens einer Verbindung mit folgender 
allgemeiner Formel: 



OH 



H 2 N 




N 
l 

H 



R2 



R3 



R4 




R10 
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worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2) F, CI, Br, I, 0, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7l Butyl ist; 
worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren geeignete Salze; 
als Nahrungserganzungsmittel. 

27. Verwendung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 
5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen 
Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 
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(-H1 , R l 2 , S,6R)-2-Amino-6-(1' l 2 , -dihydroxypropyl)-5 > 6 l 7 I 8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1',2'-di-0-acetyl-5 I 6,7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1',2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6 I 7,8-tetrahydrobiopterin. 

28. Spezialnahrung auf Basis von im wesentlichen 
phenylalaninfreien Aminosauremischungen, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie wenigstens eine Verbindung mit 
folgender allgemeiner Formel enthalt: 




R10 
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worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2| F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5) C 3 H 7 , Butyl ist; 
worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren lebensmitteltechnisch akzeptablen Salze. 

29. Spezialnahrung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie wenigstens eine Verbindung enthalt, welche 
ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen 
Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 
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(^-(I'R^'S.eR^-Amino-e^l'.Z-dihydroxypropyO-S.e./.S-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere deren Dihydrochlorid Oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6 I 7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1' ) 2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1',2'-di-0-acetyl-5 ) 6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

30. Spezialnahrung nach Anspruch 28 oder 29, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie zusatzlich Kohlehydrate, 
insbesondere Glucose, Maltodextrin, Starke und/oder Fette, 
wie Fischdl, insbesondere Lachsol, Heringsol, Makrelendl, oder 
Thunfischol; enthalten. 

31 . Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie hypoallergen und/oder im 
wesentlichen glutenfrei ist. 

32. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie eine Sauglingsnahrung ist. 
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33. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 32, dadurch 
gekennzeich.net, dass sie als Pulver, insbesondere als 
Lyophilisat, vorliegt. 

34. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 33, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie zusatzlich Fettsauresupplemente, 
insbesondere ungesattigte Fettsauren, vorzugsweise Omega-3- 
Fettsauren, insbesondere Alphalinolensaure, 
Docosahexaensaure, Eicosapentaensaure, Oder Omega-6 
Fettsauren, insbesondere Arachidonsaure, Linolsaure, 
Linolensaure; oder Olsaure enthalt. 

35. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 34, dadurch 
gekennzeichnet, dalS sie Fischolzusatze, insbesondere aus 
Lachs-, Hering-, Makreleh- oder Thunfischol, enthalt. 

36. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 35, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie als Milchersatzmittel, insbesondere 
fur Sauglinge, verwendbar ist. 

37. Spezialnahrung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Milchersatzmittel einen Fettanteil aufweist, wobei 
insbesondere 90% als Triglyzeride, 10% als Mono- und 
Diglyzeride vorliegen. 

38. Spezialnahrung nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Fettanteil Distelol und/oder Sojaol und/oder Kokosol 
umfasst. 
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39. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 38, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Milchersatzmittel als 
Milchmixgetrank, insbesondere Fruchtmilchmixgetrank Oder 
Kakao ausgebildet ist. 

40. Phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel, enthaltend ein 
proteinarmes Grundnahrungsmittel sowie wenigstens eine 
Verbindung mit folgender allgemeiner Formel: 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
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ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

worin R5 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 
CH 3 , C 2 H 5 , C3H7, Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahit wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, CH 3 , 
COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5l und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

* 

deren lebensmitteltechnisch akzeptablen Salze. 

41. Phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel nach Anspruch 40, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie wenigstens eine Verbindung 
enthalt, welche ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend 
aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere 
dessen Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender 
Struktur: 



(^-(I'R.ZS.SRJ-a-Amino-S-CI'.Z-dihydroxypropyO-S.e.Z.S-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere deren Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
Z-N-Stearoyl-l'^'-di-O-acetyl-S.e.T.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 



H 2 N 



HN 




N 
l 

H 
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2-N-Palmitoyl-1 ',2'-di-0-acetyl-5,6,7, 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1' l 2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

42. Phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel nach Anspruch 40 
oder 41, dadurch gekennzeich.net, dali es ausgewahlt ist aus: 
Fertiggerichte; Teigwaren, insbesondere Nudeln; Backwaren, 
insbesondere Brot, Kuchen, Kekse; SuRwaren, insbesondere 
Schokolade, Bonbons, Eis; Getranke, insbesondere 
Milchersatzmittel, ausgebildet als Milchmixgetrank, insbesondere 
als Fruchtmilchmixgetrank oder Kakao; sowie Bier. 

43. Diagnostikum zur Diagnose von Tetrahydrobiopterin-Sensitivitat 
bei Erkrankungen des Aminosaurestoffwechsels einhergehen, 
enthaltend wenigstens eine Verbindung mit folgender 
allgemeiner Formel: 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2l N(CH 3 ) 2> N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
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worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 

SH, NH 2l F, CI, Br, I, 0, S; 
worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3l 

C2H5; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2) F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

worin R5 ausgewatilt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7) Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhaYigig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3l C 2 H 5l C 3 H 7 , Butyl ist; 
worin R10 ausgewatilt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H S , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; 
insbesondere 5,6,7, 8-Tetrahydrobiopterin; sowie deren 

pharmazeutisch akzeptablen Salze. 

44. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zustande umfassen: Phenylketonurie, insbesondere milde Phenylketonurie, 
klassische Phenylketonurie; Pigmentstorungen der Haut, insbesondere 
Vitiligo; sowie Zustande bedingt durch verminderte zellulare Verfugbarkeit 
von Katecholaminen, insbesondere orthostatische Hypotension (Shy-Drager 
Syndrom), muskulare Dystonie; sowie Neurotransmitterstorungen, 
insbesondere Schizophrenic; Zustande bedingt durch verminderte zellulaxe 
Verfugbarkeit von Dopamin oder Serotonin als Folge von 
Tyrosinhydroxylase- oder Tryptophanhydroxylasemangel, insbesondere 
Parkinsonismus, • depressive Erkrankungen sowie dystone 
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Bewegungsstorungen, Zustande mit verminderter NO-Synthaseaktivitat, 
insbesondere endotheliale Dysfunktion, mangelnde Infektabwehr. 
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(57) Abstract: The invention relates to the use of tetrahydrobiopterine and the derivatives thereof in the production of a medicament 
to improve protein tolerance for the treatment of diseases arising for an amino acid metabolic disorder, e.g. hyperphenylalanine- 
mia. The invention also relates to a composition which contains tetrahydrobiopterine or derivatives thereof in addition to a special 
mixture of amino acids. The invention can, for instance, be used as a food which is low in phenylalanine in the complete nutrition 
of hyperphenylalaninemic patients. Tests carried out within the context of said invention revealed that by treating patients who had 
phenylalanine concentrations of more than 200 ?mol/l in their blood with tetrahydrobiopterine, it was possible to reduce the concen- 
trations of phenylalanine by 37 % to 92 %. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Tetrahydrobiopterin und seinen Derivaten zur 
Herstellung eines Medikamentes zur Verbesserung der Proteintoleranz zur Behandlung von Erkrankungen als Folge eines gestorten 
Aminosaurestoffwechsels, z.B. der Hyperphenylalaninamie. Die Erfindung betrifft ferner eine Zusammensetzung, welche Tetra- 
hydrobiopterin oder Derivate davon sowie eine spezielle Aminosauremischung enthalt. Diese kann bei spiel sweise als phenylala- 
ninarmes Spezialnahrungsmittel zur vollstandigen Ernahrung von hyperphenylalaninamishen Patienten eingesetzt werden. Bei den 
Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat sich herausgestellt, dass durch Tetrahydrobiopterin-Behandlung von 
Patienten, die Phenylalaninkonzentrationen iiber 200 pmol/1 im Blut aufwiesen sich deren Phenylalaninkonzentrationen urn 37 bis 
92 % reduzierten. 
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IV, 4.2). 
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international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International 
Preliminary Examining Authority the EPO generally will not carry out a preliminary 
examination for subjects that have not been searched. This also applies to cases where the 
claims were amended after receipt of the international search report (PCT Article 19) or 
where the applicant submits new claims in the course of the procedure under PCT Chapter II. 
After entry into the regional phase before the EPO, however, an additional search can be 
carried out in the course of the examination (cf. EPO Guidelines, C-VI, 8.5) if the defects that 
led to the declaration under PCT Article 17(2) have been remedied. 

Continuation of Box II 

The International Searching Authority has determined that this international application 
contains multiple (groups of) inventions, as follows: 

1. Claims: 1-18, 20-25, 44 (partially) 

use of tetrahydrobiopterin derivatives or tetrahydrobiopterin for treating diseases which 
result from a disturbed amino acid metabolism, namely conditions caused by the 
reduced cellular availability of catecholamines, in particular orthostatic hypotension 
(Shy-Drager syndrome) and muscular dystonia, and their pharmaceutical compositions. 
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2. Claims: 1-12, 44 (partially) 

use of tetrahydrobiopterin derivatives or tetrahydrobiopterin for treating diseases which 
result from a disturbed amino acid metabolism, namely neurotransmitter disorders, in 
particular schizophrenia 

3. Claims: 1-12, 44 (partially) 

use of tetrahydrobiopterin derivatives or tetrahydrobiopterin for treating diseases which 
result from a disturbed amino acid metabolism, namely phenylketonuria 

4. Claims: 1-12, 44 (partially) 

use of tetrahydrobiopterin derivatives or tetrahydrobiopterin for treating diseases which 
result from a disturbed amino acid metabolism, namely skin pigmentation disorders, in 
particular vitiligo 

5. Claims: 1-12, 44 (partially) 

use of tetrahydrobiopterin derivatives or tetrahydrobiopterin for treating diseases which 
result from a disturbed amino acid metabolism, namely conditions caused by the 
reduced cellular availability of dopamine or serotonin resulting from tyrosine 
hydroxilase or tryptophan hydroxilase deficiency, in particular parkinsonism, depressive 
diseases, dystonic movement disorders 

6. Claims: 1-12, 44 (partially) 

use of tetrahydrobiopterin derivatives or tetrahydrobiopterin for treating diseases which 
result from a disturbed amino acid metabolism, namely conditions with reduced NO 
synthase activity, such as endothelial dysfunction 

7. Claims: 1-12, 44 (partially) 

use of tetrahydrobiopterin derivatives or tetrahydrobiopterin for treating diseases which 
result from a disturbed amino acid metabolism, namely conditions with reduced NO 
synthase activity, such as reduced immunity to infection 

8. Claims: 13-18, 20-25 (partially), 19, 26-42 

foodstuff supplements which contain tetrahydrobiopterin derivatives or 
tetrahydrobiopterin, except for the above-mentioned pharmaceutical compositions 

9. Claim: 43 

diagnostic means for diagnosing tetrahydrobiopterin sensitivity 
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A. KUSSIRZIERUNGDES ANMELDUNGSGEGENSTANDES ^ 

IPK 7 A61K31/52 A61P3/00 A61P3/02 A23L1/30 



Nach der Intemationalen Pateniklassifftatfon (IPK) Oder nach der nattonaten Klasslflkatlon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEB1ETE 



Recherchiarter MindestprOfstoff (Wassifikationssystem und Klasslfacationssymbole ) 

IPK 7 A61K A23L 



Recherchierte aber nlcht zum MindestprOfstoff geharende Ver6ffent0chungen, soweit diese unterdie recherchierten Gebiete (alien 
Wahrend der Intemationalen Recherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal, CHEM ABS Data, BIOSIS, EMBASE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorie 0 Bezeichnung der Verdffentifchung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommertden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



JAPANESE COLLABORATIVE STUDY GROUP OF 
TETRAHYDROBI OPTERI N-RESPONS I VE 
PHENYLALANINE HYDROXYLASE DEFIC: "A 
nation-wide study of 
tetrahydrobi opteri n-responsi ve 
phenylalanine hydroxylase deficiency in 
Japan" 

JOURNAL OF INHERITED METABOLIC DISEASE, 
Bd. 24, Nr. Supplement 1, 
Juli 2001 (2001-07), Seite 28, XP008029344 
39th Annual Symposium of the Society for 
the Study of Inborn Errors of 
Metabolism; Prague, Czech Republic; 
September 04-07, 2001 
ISSN: 0141-8955 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-12,44 



Y Weitere VerOffentDchungen slnd der Fbrtsetzung von Feld C zu 
— I entnehmen 



)(J Siehe Anhang Patentfamifle 



Besondere Kategorien von angegebenen VerdffentDchungen : 

"A" VerOffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nlcht als Besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" aitsres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
AnmeldedaUim verfiffentllcht worden 1st 



verCffentHchung, die geelgnet 1st, einen Priorftfitsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oderdurch die das Verdffentltchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genanntan Verdffentlichung belegt werden 
sot! oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben 1st (wie 



\y Vemffentlichung, die sich auf eine mOndllche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine AussteBung oder andere MaBnahmen bezleht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem Intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priodtatsdatum veroffentlfcht worden 1st 



T Spatere VeroffentOchung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verfiffentilcht worden ist und mit der 
Anmeldung nlcht koflldtert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrondeRegenden Prinzips oder der Ihr zugrundeiiegenden 
Theorte angegeben let 

"X" Ver6ffentltehung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann ailein airfgrund dieser Verdffentllchung nicht als neu oder auf 
erflnderischer Tatlgkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" VerSffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfindenscher Tatlgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerQffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verfiffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend 1st 

Ver6ffentlichung, die Mitgiied derselben PatentfamQie ist 



Datum des Absentees der intemationalen Recherche 



16. April 2004 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



12 08. 200* 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehfirde 
Europaischee Patentamt, P.B. 5318 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rljswijk 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Bonzano, C 
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C.(Fortsel2tJng) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie" 


BezelchnungderVerOHentlichung, sowelt erforderflch unterAngabe derln Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


TANAKA Y ET AL: "On-off phenomenon in a 
child with tetrahydrobiopterin deficiency 
due to 6-pyruvoyl tetrahydropterin 
synthase deficiency (BH4 deticiencyj 
EUROPEAN JOURNAL OF PEDIATRICS 1989 
GERMANY, 

Bd. 148, Nr. 5, 1989, Seiten 450-452, 

XP008029347 

ISSN: 0340-6199 

Seite 452, Spalte 2, Absatz 2 - Absatz 3 


1-12,44 


A 


FURUKAWA, Y. ET AL: Striatal Diopterin 
and tyrosine hydroxylase protein reduction 
in dopa-responsive dystonia" 
NEUROLOGY (1999), 53(5), 1032-1041, 
XP008029137 

Seite 1039, Spalte 1, Absatz 2 
Seite 1040, Spalte 1, Absatz 2 


1 1 O A A 

1-12,44 


X 


MILLER, L. ET AL: "Role of hydroxylase 
cofactor in regulating dopamine synthesis: 
relevance to neurological disorders" 
DOPAMINERGIC SYST. THEIR REGUL., [PROC. 
SYMP.] (1986), MEETING DATE 1984, 471-3. 
EDITOR(S): WOODRUFF, GEOFFREY N.;P0AT, J. 
A.; ROBERTS, PETER J. PUBLISHER: VCH, 
WEINHEIM, FED. REP. GER., XP008O29132 
Zusamnenfassung 
Seite 472, Absatz 2 


1-12,44 


X 


DISSING I C ET AL: "TETRAHYDROBIOPTERIN 

AND PARKINSON'S DISEASE" 

ACTA NEUROLOGICA SCANDINAVICA, 

Bd. 79, Nr. 6, 1989, Seiten 493-499, 

XP008029335 

ISSN: 0001-6314 

Seite 493, Spalte 1, Zeile 1 - Spalte 2, 
Zeile 14 


1-13,44 


X 


US 4 778 794 A (HAYAISHI OSAMU ET AL) 

io m,4.«k«« moo Mnoo us 10I 

18. OktoDer 1988 iiyoo-io-ioj 
Seite 3, Absatz 4 - Absatz 6 


1-18,24. 

Zb 


X 


US 2002/052374 Al (MOSER RUDOLF ET AL) 
2. Mai 2002 (2002-05-02) 
Bei spiel 10 
Anspriiche 1,45,46 


14-18 


X 


WO 95/13803 A (CORNELL RES FOUNDATION INC) 
26. Mai 1995 (1995-05-26) 
Seite 14, Absatz 1 
Seite 7, Absatz 3 
Seite 32, Absatz 4 

-/-- 
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Kategorie' 


Bezelchnung der VerOffentllchung, soweit erfonJeriich unter Angabe der In Betracht tommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


HEITZER: "tetrahydrobiopterin 

improves..." 

DIABETOLOGIA, 

Bd. 43, Seiten 1435-1438, XP001189711 
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Intey^nales Aktenzeichen 

P^M> 03/14262 



internatonaler recherchenbericht 



lonales Aktenzelchen 
PCT/EP 03/14262 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die sich aJs nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus fofgenden GrOnden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. AnsprQche Nr. 

— weil sie sich auf Gegenstande bezlehen, zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. Pm AnsprOcheNr. 

weil sie sich auf Teile der internationaJen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefflhrt werden kann, namlich 

siehe BEI BLATT PCT/ISA/210 



3. AnsprOcheNr. 

weil es sich dabei urn abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die internationale RecherchenbehSrde hat festgestelK, daB diese internationaie Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 

1 . | | Da der Anmelder alle erforderiichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — I internationaie Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fOr alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefflhrt werden konnte, der eine 
• I — I zusatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — l internationaie Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fOr die GebOhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
AnsprQche Nr. 



4. [vj Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet Der internationaie Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 
faBt: 

1-18, 20-25, 44 (teilweise) 



Bemerkungen hinslchtlich elnes Widerspruchs Die zusatzlichen GebOhren wurden vorn Anmelder unter Widerspruch gezahit. 

| [ Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebOhren erfotgte ohne Widerspruch. 
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Internationales AktenzeichenPCT/ EP 03/14262 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspriiche Nr.: - 



Die Anspriiche 1-13,44 fiir eine zweite medizinische Indikation sind nach 
Artikel 84 EPii nicht zuUssig. Die therapeutische Anwendung wird 
funktionell durch einen Wi rkmechani smus definiert ("Krankheiten, als 
Folge eines gestbrten Aminosaurestoffwechsels, nSmlich zustande bedingt 
durch verminderte zellulare Verf ugbarkei t von Katecholaminen", 
"Verwendung als Chaperon"), der keine praktische Anwendung in Form einer 
definierten, tatsachl i chen Behandlung eines pathol ogi schen Lei dens 
(einer Krankheit) erlaubt (C-IV, 4.2). 

Dieser Einwand kbnnte dadurch ausgeraumt werden, daB entweder eine Liste 
der in der Anmeldung genannten pathol ogi schen Leiden (Krankheiten) in 
die Anspriiche aufgenoranen wird oder der Nachweis erbracht wird, daB 
Hilfsmittel zur Verfugung stehen, anhand deren der Fachmann beurteilen 
kbnnte, welche weiteren Leiden durch die funktionelle Definition erfaBt 
werden (C-III, 6.5). 

Im vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende 
Stiitze bzw. der Patentanmel dung die notige Offenbarung. 
Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspriiche gerichtet, 
welche im o.a. Sinne als gestutzt und offenbart erscheinen, namlich die 
Teile betreffend, die ortostati sche Hypotension und musculare Dystonie. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Patentanspriiche auf 
Erfindungen, fur die kein internationaler Recherchenberi cht erstellt 
wurde, normal erwei se nicht Gegenstand einer international en vorlaufigen 
Priifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In seiner Eigenschaft als mit, 
der international en vorlaufigen Prufung beauftragte Behbrde wird das EPA 
also in der Regel keine voriaufige Priifung fiir Gegenstande durchfiihren, 
zu denen keine Recherche vorliegt.Dies gilt auch fiir den Fall, dass die 
Patentanspriiche nach Erhalt des international en Recherchenberi chtes 
geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fiir den Fall, dass der Anmelder im 
Zuge des Verfahrens gemass Kapitel II PCT neue Patentanpruche 
vorlegt.Nach Eintritt in die regional e Phase vor dem EPA kann jedoch im 
Zuge der Priifung eine weitere Recherche durchgefUhrt werden (Vgl. 
EPA-Richtlinien C-VI, 8.5), soil ten die Mangel behoben sein, die zu der 
ErklSrung gemass Art. 17 (2) PCT gefUhrt haben. 
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Internationales AktenzeichenPCT/ EP 03/14262 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dass diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 



1. Anspriiche: 1-18,20-25,44 (teilweise) 

Verwendung von Tetrahydrobiopterin Oerivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als 
Folge eines gestorten Aminosaurestoffwechsels, namlich 
Zustande bedingt durch venninderte zellulare Verf ugbarkei t 
von Katecholaminen, insbesondere ortostathische Hypotension 
(Shy-Drager Syndrom) und muskulare Dystonie, und deren 
pharmazeutische Zusammensetzungen. 



2. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) 

Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als 
Folge eines gestiirten Aminosaurestoffwechsels, namlich 
Neurotransmitterstorungen, insbesondere Schizophrenie 



3. AnsprUche: 1-12,44 (teilweise) 

Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als 
Folge eines gestorten Aminosaurestoffwechsels, namlich 
Phenyl ketonurie 



4. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) 

Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als 
Folge eines gestorten Aminosaurestoffwechsels, namlich 
Pigmentstorungen der Haut, insbesondere Vitiligo. 



5. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) 

Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als 
Folge eines gestorten Aminosaurestoffwechsels, namlich 
Zustande bedingt durch verminderte zellulare Verf ugbarkei t 
von Dopamin oder Serotonin als Folge von Tyrosinhydroxylase 
oder Tryptophanhydroxylasemangel, insbesondere 
Parkinsoni smus, depressive Erkrankungen, dystone 
Bewegungsstorungen 



6. AnsprUche: 1-12,44 (teilweise) 
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Internationales AktenzeichenPCT/ EP 03/14262 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als 
Folge eines gestfirten Aminosaurestoffwechsels, namlich 
Zustande mit verminderter N0-Synthaseaktivit3t, namlich 
endothelial Dysfunktion 



7. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) 

Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als 
Folge eines gestorten Aminosaurestoffwechsels, namlich 
Zustande mit verminderter MO-Synthaseaktivitat, namlich 
mangel nde Infektabwehr. 



8. Anspruche: 13-18,20-25 (partially), 19,26-42 

NahrungsergSnzungsmitteln, welche Tetrahydrobiopterin 
Derivaten oder Tetrahydrobiopterin enthalten, 
ausschliesslich der obengenannten pharmazeuti sche 
Zusammensetzungen. 



9. Anspruch: 43 

Diagnostika zur Diagnose von Tetrahydrobiopterin-Sensivitat 
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Veroffentlichung 
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24-04-1990 


US 2002052374 Al 


02-05-2002 


US 


2003216400 Al 


20-11-2003 
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US 


5877176 A 


02-03-1999 




AU 
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CA 


2176143 Al 


26-05-1995 
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0729355 Al 


04-09-1996 
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VERTRAG UBE 



INTERNATIONALE II MVUV^ABBJ 13 Ml M 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUN 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




20JUN2 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
85 BI6902 


wpitprpq vnRfiPHPM siene Mitteilung Qber die Obersendung des internatlonalen 
vvci I c«C2> vurtucncN voriauflgen PrQfungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 03/14262 


Internationales Anmeldedatum (Tag/MonaWahr) 
15.12.2003 


Prioritatsdatum (Tag/MonaWahr) 
20.12.2002 



Internationale Patentklasslflkation (IPK) oder natlonale Klasslfikation und IPK 
A61K31/52 



Anmelder 

BIOCRATES LIFE SCIENCES GMBH et al 



1 . Dieser internationale vorlaufige PrQfungsbericht wurde von der mit der internatlonalen vorlaufigen PrQfung 
beauftragten Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 1 1 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



ffl AuBerdem iiegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und£>der Zeichnungen, die geSndert wurden und diesem Bericht zugrunde Iiegen, undfoder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (slehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaitungsrichtlinien zum 
PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 8 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




Grundlage des Bescheids 


II 


□ 


Prioritat 


III 




Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 




Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 


la 


BegrGndete Feststeilung nach Regel 66.2 a)ii) hinsichtlich der Neuhelt, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur StOtzung dieser Feststeilung 


VI 


□ 


Bestimmte angefQhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der internatlonalen Anmeldung 


VIII 


□ 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Elnreichung des Antrags 
06.05.2004 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
25.04.2005 


Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

— — Europaisches Patentamt - P.B. 5818 Patentlaan 2 

jSft NL-2280 HV Rljswijk - Pays Bas 
£ff) Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl 
*S Fax: +31 70 340 - 301 6 


Bevollmachtigter Bedlensteter 

Bonzano, C ! m)J j 

Tel. +31 70 340-2202 ^V*..^-^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar2004) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03/1 4262 



I. Grundlage des Berichts 

1. Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 bin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaiten (Regein 70. 16 und 70. 17)): 

Beschreibung, Seiten 

1-45 in der ursprunglich eingereichten Fassung 
Anspruche, Nr. 

1 -1 5 eingegangen am 04.04.2005 mit Schreiben vom 01 .04.2005 
Zeichnungen, Blatter 

1)5-5/5 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um: 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist 
(nach Rege! 23.1 (b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht 
worden ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

EI Anspruche, Nr.: 16-44 

□ Zeichnungen, Blatt: 
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5. H Dieser Bericht ist ohne BerGcksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen; sie sind diesem Bericht 
beizufugen.) 

siehe Beiblatt 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche 
Anwendbarkeit 

1. Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung, 
S Anspruche Nr. 1-18,20-25,44 (teilweise) 

Begrundung: 

□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie bitte nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

C3 Fur die obengenannten Anspruche Nr. 1-18,20-25,44 (teilweise) wurde kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der 
Nukleotid- und/bder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften 
vorgeschriebenen Standard entspricht: 

□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

IHI weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 
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2. □ Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1 , 
13.2 und 13.3 

□ erfullt ist. 

S aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

□ alle Teile. 

El die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. 1-18,20-25,44 (teilweise) beziehen. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 3,5,24-25 

Nein: Anspruche 1-2,4,6-18,20-23,44 
Erfinderische Tatigkeit (IS) Ja: Anspruche - 

Nein: Anspruche 1-18,20-25,44 
Gewerbliche Anwendbarkeit (IA) Ja: Anspriiche: 1-18,20-25,44 (teilweise) 

Nein: Anspruche: - 



2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt I 

1 . Der Gegenstand von Anspruch 1, als geandert, geht uber den Inhalt der Anmeldung in der 
ursprunglich eingereichten Fassung hinaus (Regel 70(2)c PCT). 

Es ist zu anmerken dass fur Anspruch 1 in Bezug auf die Passage "ohne Mangel des 
Cofaktors Tetrahydrobiopterin" keine Basis in der Beschreibung besteht. Diese Passage ist 
im Context der Beschreibung der zubehandelden Krankheiten nicht ursprunglich offenbart. 
Die Anmeldung scheint keine Daten uber die Plasmaspiegel an THB bei den behandelden 
Patienten zu enthalten. Informationen uber den Plasma Gehalt an THB werden nur im Zuge 
einer Diskussion des Standes der Technick genannt. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass sich intemationaler vorlaufiger Pruf ungsbericht 
nur auf Aspekte bezieht, die Gegenstand der intemationalen Recherchenbericht sind (hier die 
beanspruchte Verbindungen zur Behandlung von ortostatischer Hypotension und muscularer 
Dystonie). 

Zu Punkt Ml 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

2. Fur Aspekte der Erfindung, die kein Gegenstand des Recherchenberichts sind, wird kein 
intemationaler vorlaufiger Prufungsbericht erstellt. 

Die Anspriiche 1-13, 44 fur eine zweite medizinische Indikation sind nach Artikel 6 PCT nicht 
zulassig. Die therapeutische Anwendung wird funktionell durch einen Wirkmechanismus 
definiert ("Krankheiten, als Folge eines gestorten Aminosaurestoffwechsels, namlich zustande 
bedingt durch verminderte zellulare Verfugbarkeit von Katecholaminen", "Verwendung als 
Chaperon"), der keine praktische Anwendung in Form einer definierten, tatsachlichen 
Behandlung eines pathologischen Leidens (einer Krankheit) erlaubt. 

Dieser Einwand konnte dadurch ausgeraumt werden, daf3 entweder eine Liste der in der 
Anmeldung genannten pathologischen Leiden (Krankheiten) in die Anspriiche aufgenommen 
wird oder der Nachweis erbracht wird, daB Hilfsmittel zur Verfugung stehen, anhand deren der 
Fachmann beurteilen konnte, welche weiteren Leiden durch die funktionelle Definition erfaBt 
werden. 

Im vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stutze bzw. der 
Patentanmeldung die notige Offenbarung. 

Zu Punkt IV 

Nicht Einheitlichkeit 
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3.1 Die durch die gegenwartige Anmeldung zu losenden Aufgaben sind die folgenden: 
Behandlung der Erkrankungen als Folge eines gestorten Aminosaurestoffwechsels: 

1) Zustande bedingt durch verminderte zellulare Verfugbarkeit von Katecholaminen, 
insbesondere ortostathische Hypotension (Shy-Drager Syndrom) und muskulare Dystonie 

2) Neurotransmitterstorungen, insbesondere Schizophrenie 

3) Phenyiketonurie, 

4) Pigmentstorungen der Haut, insbesondere Vitiligo, 

5) Zustande bedingt durch verminderte zellulare Verfugbarkeit von Dopamin oder Serotonin 
als Folge von Tyrosinhydroxylase oder Tryptophanhydroxylasemangel, insbesondere 
Parkinsonismus, depressive Erkrankungen, dystone Bewegungsstorungen 

6) Zustande mit verminderter NO-Synthaseaktivitat, insbesondere: 

6a) endotheliale Dysfunktion 
6b) mangelnde Infektabwehr; 

Bereitstellung von 

7) Nahrungserganzungsmitteln, 

8) Diagnostika zur Diagnose von Tetrahydrobiopterin-Sensivitat 

Die vorgeschlagene Losung ist die Verwendung von Pteridinderivaten, insbesondere 
Tetrahydrobiopterin, zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung obengenannter 
Krankheiten, oder zur Herstellung eines Nahrungsmittels oder eines Diagnostikum zur 
Diagnose von Tetrahydrobiopterin-Sensivitat. 

Die Beanspriichte Verbindungen sind bekannt zur Behandlung von Erkrankungen als Folge 
eines gestorten Aminosaurestoffwechsels, welche als Krankheit gemass Anspruch 1 genannt 
wird. Siehe z.B. D1: 

DISSING I C ET AL: "TETRAHYDROBIOPTERIN AND PARKINSONS DISEASE" ACTA 
NEUROLOGICA SCANDINAVICA, Bd. 79, Nr. 6, 1989, Seiten 493-499, XP008029335 ISSN: 
0001-6314 

In diesem Dokument wird Tetrahydrobiopterin beschrieben als notig Medikament zur 
Behandlung von Zustande mit verringerter Phenylalaninhydroxylaseaktivitat, die in Verbindung 
mit verminderter Verfugbarkeit von Dopamine, Serotonine, Norepinephrine und Epinephrine 
sind. Deshalb, wird Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Dystonie benutzt. 
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Pharmazeutische Zusammensetzungen werden offenbart. 

Das oben zitierte Dokument erfasst weder den gesamten Gegenstand auf den die Anspruche 
gerichtet sind, noch den Gegenstand einer der definierten Erfindungen und ist lediglich als Teil 
des Standes der Technik zu betrachten der sich auf die erfinderische Idee der vorliegenden 
Anmeldung bezieht. 

Die ldee,Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von den obengenannten Krankheiten zu 
verwenden ist schon offenbart und kann daher nicht als einzige allgemeine erfinderische Idee 
im Sinne von R. 13.1 PCT dienen, die den technischen Zusammenhang zwischen den 
beanspruchten Erfindungen 1 -8 darstellt. 

Dokument "Tetrahydrobiopterin improves..." (Diabetologia 2000, 43: 1435-1438), von Heitzer 
und Krohn, das im Recherchenbericht steht, offenbart die Aktivitat von Tetrahydrobiopterin 
zur Behandlung von Zustande die mit verminderter NO-Synthaseaktivitat verbunden sind. 
Tetrahydrobiopterin steigert NO Synthese, deshalb erlaubt die Verbesserung von Zustande, 
die von verminderten NO Synthese verursacht werden. 

Die Idee, Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Zustande mit verminderter 
NO-Synthaseaktivitat zu verwenden ist schon offenbart und kann daher nicht als einzige 
allgemeine erfinderische Idee im Sinne von Regel 13 PCT dienen, die den technischen 
Zusammenhang zwischen den beanspruchten Erfindungen 6a und 6b darstellt. 

3.2 Die Anmelderin wird darauf hingewiesen, dass der technische Effekt (die Vorbeugung 
oder Behandlung der betreffenden Krankheiten) nicht dadurch geandert wird, dass ein neuer 
Oder alternativer Wirkungsmechanismus und Angriffsort vorgeschlagen wird. Die Entdeckung 
eines solchen neuen oder alternativen Wirkungsmechanismus kann nicht als eine Erfindung 
im Sinne des EPC angesehen werden, weil kein neues therapeutisches Fenster geoffnet wird. 
Die beanspruchten Erfindungen stellen rein alternative Losungen dar, die jeweils 
gekennzeichnet sind durch ihre eigenen besonderen technischen Merkmale (die strukturellen 
Merkmale der zu verwendenden Verbindungen): es gibt in der vorliegenden Anmeldung kein 
weiteres technisches Merkmal, das als "besonderes technisches Merkmal" einen technischen 
Zusammenhang zwischen den Erfindungen bestimmt. Das Erfordemis der Einheitlichkeit der 
Erfindung nach R. 13.1 PCT ist daher nicht erfullt. 

3.3 Daher sind nach Ansicht der Prufungsabteilung die folgenden verschiedenen Erfindungen 
oder Gruppen von Erfindungen nicht durch eine einzige allgemeine erfinderische Idee 
verbunden: 
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1. Anspruche: 1-18,20-25,44 (teilweise), Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten 
oder Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als Folge eines gestorten 
Aminosaurestoffwechsels, namlich Zustande bedingt durch verminderte zellulare 
Verfugbarkeit von Katecholaminen, insbesondere ortostathische Hypotension (Shy-Drager 
Syndrom) und muskulare Dystonie, und deren pharmazeutische Zusammensetzungen. 

2. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als Folge eines gestorten 
Aminosaurestoffwechsels, namlich Neurotransmitterstorungen, insbesondere Schizophrenie 

3. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als Folge eines gestorten 
Aminosaurestoffwechsels, namlich Phenylketonurie 

4. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als Folge eines gestorten 
Aminosaurestoffwechsels, namlich Pigmentstorungen der Haut, insbesondere Vitiligo. 

5. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als Folge eines gestorten 
Aminosaurestoffwechsels, namlich Zustande bedingt durch verminderte zellulare 
Verfugbarkeit von Dopamin oder Serotonin als Folge von Tyrosinhydroxylaseoder 
Tryptophanhydroxylasemangel, insbesondere Parkinsonismus, depressive Erkrankungen, 
dystone Bewegungsstorungen 

6. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen ais Folge eines gestorten 
Aminosaurestoffwechsels, namlich Zustande mit verminderter NO-Synthaseaktivitat, 
insbesondere endotheliale Dysfunktion 

7. Anspruche: 1-12,44 (teilweise) Verwendung von Tetrahydrobiopterin Derivaten oder 
Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Erkrankungen als Folge eines gestorten 
Aminosaurestoffwechsels, namlich mangelnde Infektabwehr. 
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8. Anspruche: 13-18,20-25 (teilweise), 19,26-42 Zusammensetzungen, 
Nahrungserganzungsmitteln, welcheTetrahydrobiopterin Derivaten Oder Tetrahydrobiopterin 
enthalten, und deren Verwendung. 

9. Anspruch : 43 Diagnostika zur Diagnose von Tetrahydrobiopterin-Sensivitat 

Der Anmelder hat probiert sich auf die Krankheit der Erfindung 3 zu schranken, welche nicht 
recherchiert wurde. Der international vorlaufiger Prufungsbericht wurde auf die erste 
Erfindung (Anspruche 1-18,20-25,44) beschrankt. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen 
Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur 
Stutzung dieser Feststellung 

4. In diesem Bericht werden folgende, im Recherchenbericht zitierte Dokumente (D) genannt, 
die Numerierung wird auch im weiteren Verfahren beibehalten (zitierte Stellen bitte dem 
Recherchenbericht entnehmen): 

D1 : DISSING I C ET AL: TETRAHYDROBIOPTERIN AND PARKINSONS DISEASE 1 

ACTA NEUROLOGICA SCANDINAVICA, Bd. 79, Nr. 6, 1989, Seiten 493-499, 

XP008029335 ISSN: 0001-6314 
D2: WO 95 13803 A (CORNELL RES FOUNDATION INC) 26. Mai 1995 (1995-05-26) 
D3: FURUKAWA, Y. ET AL: 'Striatal biopterin and tyrosine hydroxylase protein 

reduction in dopa-responsive dystonia' NEUROLOGY (1999), 53(5), 1032-1041 , 

XP008029137 

D4: MILLER, L. ET AL: 'Role of hydroxylase cofactor in regulating dopamine synthesis: 
relevance to neurological disorders 1 DOPAMINERGIC SYST. THEIR REGUL., 
[PROC. SYMP.] (1986), MEETING DATE 1984, 471-3. EDITOR(S): WOODRUFF, 
GEOFFREY N.;POAT, J. A.; ROBERTS, PETER J. PUBLISHER: VCH, 
WEINHEIM, FED. REP. GER. , XP008029132 

5. Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass sich internationaler vorlaufiger 
Prufungsbericht nur auf Aspekte bezieht, die Gegenstand der internationalen 
Recherchenbericht sind (hier die beanspruchte Verbindungen zur Behandlung von 
ortostatischer Hypotension und muscularer Dystonie). 
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Neuheit 

6.1 D3 offenbart die Aktivitat von L-Dopa und Tetrahydrobiopterin gegen Dopa responsive 
Dystonie. D4 beschreibt die Verabreichung von Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von 
Dystonie. Dystonie fallt unter der Definition der Krankheit von Erfindung I (musculare 
Dystonie), und wird in D3 und D4 mit Tetrahydrobiopterin behandelt. 

Der Gegenstand der Anspruche 1-2,4,6-12,44 ist gemass D3, D4 nicht neu (Artikei 33(2) 
PCT). 

6.2 D1 offenbart eine Bindung zwischen verminderter Tetrahydrobiopterin und verminderter 
Phenylalanine Konversion (Phenylketonuria): Tetrahydrobiopterin wird empfohlen zur 
Behandlung von Zustande mit unzureichenden Dopamine, Serotonin, Noradrenaline und 
Adrenaline. Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Anspruche 13-18, 20-25 in Form 
einer ersten medizinischen Anwendung formuliert wurden, i.e. die Anspruche beziehen sich 
auf die pharmazeutische Verbindung als solche. Die Anwendung zur Behandlung einer 
spezifischen Erkrankung/Storung spielt aufgrund des Wortlautes (erste medizinischen 
Anwendung) keine Rolle bei der Bewertung der Neuheit des Anspruchs. 

Der Gegenstand der Anspruche 13-18,20-23 ist gemass D1 nicht neu (Artikei 33(2) PCT). 

Erfinderische Tatigkeit 

7.1 Das Vorhandensein einer erfinderischen Tatigkeit der Anspruche 1-2,4,6-18,20-23,44, 
insofem neu, und 3,5,24,25 im Vergleich zum existierenden Stand der Technik muss 
nachgewiesen werden. 

7.2 D2 offenbart die Behandlung von systemischer Hypotension mit Inhibitoren der 
Tetrahydrobiopterinsynthese, wie Pterin Derivaten und andere Verbindungen. 

Der Gegenstand der Anspruche 1-18,20-25,44 unterscheidet sich von D2 dadurch, dass die 
Verbindungen andere Pterinderivate sind. 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann, im Vergleich zum zitierten 
Dokument D2, somit darin gesehen werden, alternative Verbindungen zur Behandlung der 
obengenannten Krankheiten vorzuschlagen. 

D3 offenbart die Aktivitat von Tetrahydrobiopterin gegen Dopa responsive Dystonie. D4 

beschreibt die Verabreichung von Tetrahydrobiopterin zur Behandlung von Dystonie. 

Es wurde fur den Fachmann offensichtlich sein, auch ahnliche Verbindungen, welche 

Pterinderivaten sind, zur Behandlung dieser Krankheiten heranzuziehen. 

Der Gegenstand der Anspruche 1-2,4,6-18,24,25,44, insofern neu, und 3,5,20-23 ist daher 
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nicht erfinderisch (Artikel 33(3) PCT). 

7.3 Ausserdem, wurde es fur den Fachmann offensichtlich sein, auch dieselbe Verbindung, 
Tetrahydrobiopterin, schon bekannt gegen die beansprtichten Krankheiten, zusammen mit 
anderen Verbindungen, wie Aminosaure oder Vitaminen, die nutzlich fur den gleichen Patient 
sind, zu verabreichen. 

Die Verwendung einer Kombination von zwei oder mehr Aktivstoffen gleicher, bereits 
bekannter Wirkung ist nur dann als erfinderisch anzusehen, wenn dabei uberraschende 
Effekte nachgewiesen werden. Synergismus konnte als Nachweis erfinderischer Tatigkeit 
dienen. 

Lediglich additive Effekte konnen nicht als Nachweis einer erfinderischen Tatigkeit dienen. In 
diesem Zusammenhang fehlt die vorliegende Anmeldung Daten, welche eine erfinderische 
Tatigkeit glaubhaft machen. 

Der Gegenstand der Anspruche 1,2,4,6-18,24,25,44, insofern neu, und 3,5,20-23 ist daher 
nicht erfinderisch (Artikel 33(3) PCT). 
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AnsprQche 

1. Verwendung wenigstens einer Verbindung mit folgender 
allgemeiner Formel: 




R10 



worm R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, Cl f Br, I, NH 2< N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 )2, N(C 3 H 7 )2; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C2H5; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2f F f CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein 
C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 
CH 3| C 2 H 5> C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
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worin R7 und R8 unabhSngig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 
COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl 1st; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H S , und - - eine optlonale Doppelbindung darstellt; sowie 



deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; 



zur Herstellung eines Medikamentes zur Langzeitbehandlung von 
Zustanden mit verminderter Proteintoleranz infolge 
eingeschrankter Phenylalaninoxidation ohne Mangel des 
Kofaktors Tetrahydrobiopterin, bedingt durch Mutationen im 
Phenylalaninhydroxylase-Gen; 

wobei diese Mutationen folgende Allelpaarungen betreffen: 

A403V + IVS4+5G>T, P314S + R408W, F39L + D415N, 
Y414C + D415N, Y417H + Y417H, F55L + S310Y. V177M + 
R408W, P275L + Y414C, V245A + R408W, L48S + R158Q, 
Y417H + Y417H, V245A + R408W, R261X + A300S, R158Q + 
E390G, Y414C + IVS12+1G>A, I65S + A300S, H170O + 
A300S, R261Q + Y414C, K274fsdel1 1bp + E390G, IVS4- 
5C>G + R408W, I65T + Y414C, E390G + IVS12+1G>A, I65V 
+ R261Q, R158Q + Y414C. 



2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere 
dessen Hydrochlorid oder Sulfat, sowie einer Verbindung mit 
30 folgender Struktur: 
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(-)-(1 , R,2 , S,6R)-2-Amino-6-(1\2'-dihydroxypropyl)-5 ( 6 f 73-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid; und/oder 
2-N-StearoyM '^'-di-O-acetyl-S.e.y.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-DecanoyM '^'-di-O-acetyl-S^,?, 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 \2'-di-0-acetyl-5,6,7, 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1\2 , -di-0-acetyl-5,6 J 7,8-tetrahydrobiopterin. 



3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet,~dass man als pharmazeutisch akzeptables 

15 Salz ein Hydrochlorid oder ein Sulfat einsetzt 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zustande mit verminderter 
Proteintoleranz umfassen: Zustande rnit erhohtem 

20 Phenylalanin oder vermindertem Tyrosin in 

KorperflOssigkeiten, Geweben oder Zellen, insbesondere auch 
klassische Phenylketonurie, milde Phenylketonurie oder milde 
Hyperphenylalaninamie. 
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Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB die VeriDindung die Funktion eines 
Chaperons zur Verbesserung der ProteinmiBfaltung, 
insbesondere bei Strukturanomalien in Enzymen, die 
Tetrahydrobiopterin als Cofaktor benotigen, aufweist 



6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Enzyme ausgewahlt werden aus: 
Phenylalaninhydroxylase, Tyrosinhydroxylase, Tryptophanhy- 
droxylase, oder NO-Synthase. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Verbindung die Funktion eines 
Chaperons ais Neurotransmitter- und/oder Botenstoff- 
Enhancer aufweist, insbesondere bei Zustanden mit erhohtem 
Phenylalanin oder vermindertem Tyrosin, Serotonin oder 
Dopamin in KOrperflOssigkeiten, Geweben oder Zellen, 
insbesondere bei Zustanden mit verringerter 
Phenylalaninhydroxylase-, Tyrosinhydroxylase- 
Tryptophanhydroxylase- und NO-Synthaseaktivitat. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die die Verbindung als Neurotransmitter 
oder als Botenstoff-Enhancer, insbesondere fur 
Catecholamine und/oder Serotonin und/oder Dopamin und 
oder Stickoxid(NO), wirkt. 

9. Zusammensetzung enthaltend wenigstens eine Verbindung mit 
folgender allgemeiner Formel: 
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R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI. Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 Hs) 2 . N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 O t bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 

SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 
worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 ; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein 
C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, ist; 
worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 . C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 
COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 
worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

25 deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; sowie 
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wenigstens eine Aminosaure enthaltend, welche ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus den essentiellen Aminosauren: 
Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Threonin, Tryptophan, 
Valin, Histidin; sowie aus den nicht essentiellen Aminosauren, 
insbesondere Alanin, Arginin, Asparaginsaure, Asparagin, 
Cystein, insbesondere Acetylcystein, Glutaminsaure, Glutamin, 
Glycin, Prolin, Serin sowie Tyrosin; 

wobei folgende Verbindungen ausgenommen sind: 



10 



o 


H 9 








15 



und 



OCOCH, 




OCOCH, 



20 



wenn die Aminosaure Tryptophan, Cystein, insbesondere 
Acetylcystein, sowie Tyrosin ist. 
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10. Zusammensetzung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass die essentiellen Aminosauren, ausgewahlt sind aus der 
Gruppe bestehend aus: Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, 
Threonin, Tryptophan, Valin, Histidin und sie zusatzlich 
5 wenigstens eine der Aminosauren Alanin, Arginin, 

Asparaginsaure, Asparagin, Cystein, insbesondere 
Acetylcystein, Glutaminsaure, Glutamin, Glycin, Prolin, Serin 
sowie Ty rosin enthait. 

10 11. Zusammensetzung nach Anspruch 9 und 10, dadurch 

gekennzeichnet dass sie zusatzlich Kohlehydrate, 
insbesondere Glucose, und/oder Vitamine enthalt 

12. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 9 bis 11,. 
!5 dadurch gekennzeichnet, dass sie als oral oder intravenos zu 

verabreichendes Praparat formuliert ist. 

13. Zusammensetzung nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Praparat als Pulver, Tablette, 

20 Kapsel, Dragee, in Tropfenform oder als Losung zur 

intravenosen Anwendung, formuliert ist. 

14. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 9 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie als eine pharmazeutische 

25 Zusammensetzung, gegebenenfalls mit pharmazeutisch- 

galenisch Oblichen Hilfsstoffen, ausgebildet ist. 



15. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 9 bis 14, 
30 dadurch gekennzeichnet, daS die Verbindung ausgewahlt wird 

aus der Gruppe bestehend aus: Sapropterin, insbesondere 
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dessen Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender 
Struktur: 



H,N 



OH 




10 



(-HI'R.Z'S.eR^-Amino-e-CI'^'-dihydroxypropyO-S.e.T.S-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
Z-N-Stearoyl-l'.a'-di-O-acetyl-S.e.T.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 
a-N-Decanoyl-l'^'-di-O-acetyl-S.e.y.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 
a-N-Palmjtoyl-l'.a'-di-O-acetyl-S.e.T.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 
a-N-Linoleoyl-l'^'-di-O-acetyl-S.e.T.S-tetrahydrobiopterin. 
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Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Interri^Pal application No. 

PCT/EP2003/014262 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 
the description: 



1-45 



pages 
pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 



pages 
pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-15 



filed with the letter of 04 April 2005 (0404.2005) 



l/<3 the drawings: 



1/5-5/5 



, as originally filed 
, filed with the demand 



filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 
pages __ 



, as originally filed 

_ , filed with the demand 



pages 



filed with the letter of 



2 With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
1 the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language wmcn 154 

| | the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

["H contained in the international application in written form. 

| | filed together with the international application in computer readable form. 

U furnished subsequently to this Authority in written form. 

| | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



4. 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I the description, pages 

E>^ the claims, Nos. 16-44 

I I the drawings, sheets/fig 



This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 7V.J6 
I and 70. 17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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| m. Non-establishment of opinion with regard to n ovelty, inventive step and industrial applicability 

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

| | the entire international application. 

I I claims Nos. — 



because: 



I — i the said international application, or the said claims Nos. _ ,. . ~r~ 7~r~r- 

□ rekteto the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify). 



□ 



the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos . 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

no international search report has been established for said claims Nos. . 



. are so inadequately supported 



1-1 ft. 20.25. 44Hn partV, 



1 2 . A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
seJeS with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 



Q the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

□ the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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1. In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
1 | restricted the claims. 
[ | paid additional fees. 
| | paid additional fees under protest. 
1^1 neither restricted nor paid additional fees. 

1—1 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68.1, 
I 2> |_| not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. ^ 

| 3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
I I complied with. 

not complied with for the following reasons: 
See attached sheets 



| 4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 



I I all parts. 

1^1 the parts relating to claims Nos. 



1-18. 20-25. 44 (in oarft 
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Basis of the report 



This report has been drawn on the basis o: 
under Article 14 are fvfemed to in this report as " 



hhavebeen. 



in response to an invitation 
not contain amendtnents.): 



The subject matter of claim 1, as amended, goes 
beyond the disclosure in the application as 
originally filed (PCT Rule 70.2(c)). 

It should be noted that the passage in claim 1 
"without a deficiency of the cof actor 
tetrahydrobiopterin" has no basis in the 
description. This passage was not originally 
' disclosed in the context of the description of 
diseases to be treated. The application does not 
appear to contain data on plasma THB in treated 
patients. Information on plasma THB is given only 
in the course of a discussion of the prior art. 

The attention of the applicant is drawn to the fact 
that an international preliminary examination 
report relates only to aspects that form the 
subject matter of the international search report 
(here: the claimed compounds for treating 
orthostatic hypotension and muscular dystonia) . 
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Non- establishment of opinion with regard to novelty, 
inventive step and industrial applicability 



1. An international preliminary examination report has 
not been established for those aspects of the 
invention that do not form the subject of the 
search report. 

Claims 1-13 and 44 for a second medical indication 
are not allowable according to PCT Article 6. The 
therapeutic use is defined functionally by a 
mechanism of action ("diseases due to disturbed 
amino acid metabolism, namely states produced by 
reduced cellular availability of catecholamines", 
"use as a chaperon" ) , which does not permit a 
practical application in the form of a specific, 
concrete treatment of a pathological state 
(disease) . 

This objection could be eliminated either by 
incorporating in the claims a list of the 
pathological states (diseases) shown in the 
application or by demonstrating the availability of 
aids that would enable a person skilled in the art 
to evaluate further states that may be embraced by 
the functional definition. 

In the present case the claims lack corresponding 
support or the application lacks the requisite 
disclosure . 
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Lack of unity of the invention 



1.1 The problems addressed by the present application 
are as follows: 

Treatment of diseases due to disturbed amino acid 
metabolism: 



1. states produced by reduced cellular availability 
of catecholamines, in particular orthostatic 
hypotension (Shy-Drager syndrome) and muscular 
dystonia, 

2. neurotransmitter disturbances, in particular 
schizophrenia, 

3. phenylketonuria, 

4. pigment disturbances of the skin, in particular 
vitiligo, 

5. states produced by reduced cellular availability 
of dopamine or serotonin due to tyrosine 
hydroxylase or tryptophan hydroxylase deficiency, 
in particular parkinsonism, depressive illnesses 
and dystonic mobility disturbances, 

6. states characterized by reduced NO synthase 
activity, in particular: 

6a) endothelial dysfunction 
6b) immunodeficiency. 



Provision of: 



1. Dietary supplements 

2 . Diagnostic means for diagnosing 
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tetrahydrobiopterin sensitivity. 



The solution proposed consists in the use of 
pteridine derivatives, in particular 
tetrahydrobiopterin, to produce a drug for treating 
the above- indicated diseases or to produce a food 
or a diagnostic means for diagnosing 
tetrahydrobiopterin sensitivity 

Use of the claimed compounds is known in the 
treatment of diseases due to disturbed amino acid 
metabolism, which is shown as a disease in claim 1. 
See, for example, Dl : 

DISSING I C ET AL: "TETRAHYDROBIOPTERIN AND 
PARKINSON'S DISEASE" ACTA NEUROLOGICA SCANDINAVICA, 
vol. 79, no. 6, 1989, pages 493-499, XP008029335 
ISSN: 0001-6314 

In Dl tetrahydrobiopterin is described as a 
necessary drug for the treatment of depressed 
phenylalanine hydroxylase activity states in 
conjunction with reduced dopamine, serotonin, 
norepinephrine and epinephrine availability. 
Therefore, tetrahydrobiopterin is used to treat 
dystonia. Pharmaceutical compositions are 
disclosed. 

Dl neither comprises the entire subject matter at 
which the claims are directed nor the subject 
matter of a defined invention and should be 
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considered only as a part of the prior art which 
relates to the inventive concept of the present 
application. 

The concept of using tetrahydrobiopterin to treat 
the above- indicated diseases has been disclosed and 
cannot, therefore, form a single general inventive 
concept (within the meaning of PCT Rule 13.1) that 
constitutes the technical relationship among the 
claimed inventions 1-8. 

The document "Tetrahydrobiopterin improves..." 
(Diabetologia 2000, 43: 1435-1438) by Heitzer & 
Krohn (mentioned in the search report) discloses 
tetrahydrobiopterin activity in the treatment of 
states associated with depressed NO synthase 
activity. Tetrahydrobiopterin increases NO synthase 
activity and therefore enables states associated 
with depressed NO synthase activity to be improved. 

The concept of using tetrahydrobiopterin to treat 
states associated with depressed NO synthase 
activity has been disclosed and cannot, therefore, 
form a single general inventive concept (within the 
meaning of PCT Rule 13.1) that constitutes the 
technical relationship among the claimed inventions 
6a and 6b. 

1.2 The applicant's attention is drawn to the fact that 
the technical effect (prevention or treatment of 
the diseases in question) is not changed by the 
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Continuation of: IV 

proposal of a novel or alternative mechanism and 
site of action. The discovery of such a novel or 
alternative mechanism of action cannot be 
considered an invention within the meaning of the 
EPC because a novel therapeutic window is not 
opened. The claimed inventions represent purely- 
alternative solutions, each characterized by its 
own special technical features (the structural 
features of the compounds used) , and the present 
application contains no further technical feature 
that, as a "special technical feature", defines a 
technical relationship among the inventions. 
Therefore, the requirement for unity of invention 
according to PCT Rule 13.1 is not met. 

1.3 Therefore, in the opinion of the examination 

department the following different inventions or 
groups of inventions are not linked by a single 
general inventive concept : 

1. Claims 1-18, 20-25, 44 (partially): Use of 
tetrahydrobiopterin derivatives or 
tetrahydrobiopterin in the treatment of diseases 
due to disturbed amino acid metabolism, 
specifically states produced by reduced cellular 
availability of catecholamines, in particular 
orthostatic hypotension (Shy-Drager syndrome) and 
muscular dystonia, and pharmaceutical 
compositions thereof. 

2. Claims 1-12, 44 (partially): Use of 
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tetrahydrobiopterin derivatives or 
tetrahydrobiopterin in the treatment of diseases 
due to disturbed amino acid metabolism, 
specifically neurotransmitter disturbances, in 
particular schizophrenia. 

3. Claims 1-12, 44 (partially): Use of 
tetrahydrobiopterin derivatives or 
tetrahydrobiopterin in the treatment of diseases 
due to disturbed amino acid metabolism, 
specifically phenylketonuria. 

4. Claims 1-12, 44 (partially): Use of 
tetrahydrobiopterin derivatives or 
tetrahydrobiopterin in the treatment of diseases 
due to disturbed amino acid metabolism, 
specifically pigment disturbances of the skin, in 
particular vitiligo. 

5. Claims 1-12, 44 (partially): Use of 
tetrahydrobiopterin derivatives or 
tetrahydrobiopterin in the treatment of diseases 
due to disturbed amino acid metabolism, 
specifically states produced by reduced cellular 
availability of dopamine or serotonin due to 
tyrosine hydroxylase or tryptophan hydroxylase 
deficiency, in particular parkinsonism, 
depressive illnesses and dystonic mobility 
disturbances . 

6. Claims 1-12, 44 (partially): Use of 
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tetrahydrobiopterin derivatives or 
tetrahydrobiopterin in the treatment of diseases 
due to disturbed amino acid metabolism, 
specifically states characterized by reduced NO 
synthase activity, in particular endothelial 
dysfunction. 



7. Claims 1-12, 44 (partially): Use of 
tetrahydrobiopterin derivatives or 
tetrahydrobiopterin in the treatment of diseases 
due to disturbed amino acid metabolism, 
specifically immunodeficiency. 

8. Claims 13-18, 20-25 (partially), 19, 26-42: 
Compositions and dietary supplements comprising 
tetrahydrobiopterin derivatives or 
tetrahydrobiopterin and the use thereof. 

9. Claim 43: Diagnostic means for diagnosing 
tetrahydrobiopterin sensitivity. 

The applicant has tried to restrict himself to the 
disease indicated in invention 3, which was not 
searched. The international preliminary examination 
report has been limited to the first invention 
(claims 1-18, 20-25, 44). 



FormPCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL P 



RELI^ft 



ARY EXAMINATION REPORT 



IfiternaJiify^plication No. 

PCT/EP 03/14262 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



3, 5, 24-25 



YES 



1-2, 4, 6-18, 20-23, 44 NO 

YES 
NO 



1-18, 20-25, 44 



1-18, 20-25, 44 (partially) Y£S 

NO 



2. Citations and explanations 

1. 



This report makes reference to the following 
documents, which were cited in the search report; 
the same numbering will be used throughout the 
procedure (please see the search report for the 
cited passages) : 

Dl: DISSING I C ET AL: 1 TETRAHYDROBIOPTERIN AND 
PARKINSON'S DISEASE' ACTA NEUROLOGICA 
SCANDINAVICA, vol. 79, no. 6, 1989, pages 493- 
499, XP008029335 ISSN: 0001-6314 

D2: WO 95 13803 A (CORNELL RES FOUNDATION INC) 
26 May 1995 (1995-05-26) 

D3: FURUKAWA, Y. ET AL: 'Striatal biopterin and 

tyrosine hydroxylase protein reduction in dopa- 
responsive dystonia' NEUROLOGY (1999), 53(5), 
1032-1041, XP008029137 

D4: MILLER, L. ET AL: 'Role of hydroxylase cof actor 
in regulating dopamine synthesis: relevance to 
neurological disorders' DOPAMINERGIC SYST. 
THEIR REGUL., [PROC. SYMP . ] (1986), MEETING 
DATE 1984, 471-3. EDITOR(S): WOODRUFF, GEOFFREY 
N. ; POAT, J. A.; ROBERTS, PETER J . PUBLISHER: 
VCH, WEINHEIM, FED. REP. GER. , XP008029132 
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2. 



The attention of the applicant is drawn to the fact 



that an international preliminary examination report 
relates only to aspects that form the subject matter 
of the international search report (here: the 
claimed compounds for treating orthostatic 
hypotension and muscular dystonia) . 



3.1 D3 discloses the activity of L-dopa and 
tetrahydrobiopterin in the treatment of dopa- 
responsive dystonia. D4 describes the administration 
of tetrahydrobiopterin to treat dystonia. Dystonia 
falls within the class of diseases defined in claim 
1 (muscular dystonia) and is treated with 
tetrahydrobiopterin in D3 and D4 . 

The subject matter of claims 1-2 , 4, 6-12 and 44 is 
not novel (PCT Article 33(2)) in view of D3 and D4 . 

3.2 Dl discloses a connection between reduced 
tetrahydrobiopterin and depressed phenylalanine 
conversion (phenylketonuria) . Tetrahydrobiopterin is 
recommended for the treatment of states involving 
dopamine, serotonin, norepinephrine and epinephrine 
deficiency. The attention of the applicant is drawn 
to the fact that claims 13-18 and 20-25 have been 
worded in the form of a first medical application: 
that is, the claims relate to the pharmaceutical 
compound per se. Owing to the wording (first medical 
application) , use in the treatment of a specific 
disease/disturbance is irrelevant to evaluating the 
novelty of the claim. 

The subject matter of claims 13-18 and 20-23 is not 



Novelty 
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novel (PCT Article 33(2)) in view of Dl . 



Inventive step 



4.1 The presence of inventive step in claims 1-2, 4, 6- 
18, 2 0-23 and 44, if novel, and claims 3, 5, 24 and 
25 compared with the available prior art must be 
established. 

4.2 D2 discloses the treatment of systemic hypotension 
with such tetrahydrobiopterin synthesis antagonists 
as pterin derivatives and other compounds. 

The subject matter of claims 1-18, 20-25 and 44 
differs from D2 in that the compounds are other 
pterin derivatives. 

Compared with D2, the problem addressed by the 
present invention may therefore be considered that 
of proposing alternative compounds for the treatment 
of the above-indicated diseases. 



D3 describes the activity of tetrahydrobiopterin in 
the treatment of dopa- responsive dystonia. D4 
describes the administration of tetrahydrobiopterin 
to treat dystonia. 

Use of similar compounds that are pterin derivatives 
to treat these diseases would be evident to a person 
skilled in the art. 



The subject matter of claims 1-2, 4, 6-18, 24 , 25 
and 44, if novel, and claims 3, 5 and 20-23 
therefore lacks inventive step (PCT Article 33(3)) . 
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4.3 Moreover, administration of the same compound - 

tetrahydrobiopterin - which is known to be effective 
in treating the claimed diseases, in conjunction 
with other compounds, such as amino acids or 
vitamins, which are beneficial to the same patient, 
would be evident to a person skilled in the art. 

The use of a combination of two or more active 
substances having the same, known activity can be 
considered to involve an inventive step only if a 
surprising effect can be demonstrated. Synergy could 
demonstrate inventive step 

Additive effects alone cannot constitute proof of 
inventive step. The present application lacks 
relevant data that would make inventive step 
credible . 



The subject matter of claims 1-2, 4, 6-18, 24, 25 
and 44, if novel, and claims 3, 5 and 20-23 
therefore lacks inventive step (PCT Article 33(3)) 
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